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1-INTRODUCCION

El pescado es un producto que debido a sus peculiares
caracteristicas de estructura y composicidn se deteriora con
gran facilidad. Los microorganismo, responsables de este
deterioro pueden tener capacidad aminodcido descarboxildsica
y originar aminas bidgenas a partir de sus aminodcidos
precursores.

En pescados en general,se considera indeseable la
presencia de contenidos elevados de aminas bidgenas, ya que
seridn una consecuencia mds de la actividad microbiana
responsable del deterioro de los mismos. Sin embargo, en
otros alimentos cuya elaboracidén implica procesos de
fermentacidn y/o maduracidén (quesos, vinos, embutidos
curados...) la situacidn es distinta ya que si bien pueden
formarse aminas bidgenas durante estos procesos, en estos
casos concretos la actividad Dbacteriana responsable es
deseada Yy necesaria para que el alimento adquiera unas
deteminadas caracteristicas.

No obstante, esta diferencia no es siempre facil de
establecer ya que también es posible que la formacidn de
aminas, al menos en parte, sea debida a contaminaciones
microbianas indeseadas durante la elaboracidén de estos
productos fermentados y/o madurados. En este caso serd
necesario distinguir si la formacidn de aminas es debida a
la flora fermentativa o a la flora contaminante. Esta
cuestidn no se encuentra resuelta en la actualidad y sigue
siendo motivo de numerosos estudios.

Las aminas ©bidgenas presentan por otra parte interés
toxicologico, ya que pueden dar lugar a :

a) intoxicaciones histaminicas

b) migrafias de origen alimentario

Cc) interacciones con medicamentos inhibidores del enzima
mono-amino oxidasa.

a) el consumo de alimentos con elevados contenidos de
aminas bidgenas puede representar un riesgo toxicoldgico. De
hecho, se han descrito ya numerosos casos de intoxicaciones
alimentarias atribuibles a niveles elevados de histamina
("Intoxicaciones histamlnicas", también llamadas "falsas
alergias alimentarias" o “"envenenamiento por escémbridos").
La participaciédn de otras aminas bidgenas, y entre éstas la
tiramina, en este tipo de intoxicaciones es una cuestidn que
" parece demostrada.



b) un porcentaje importante de las migrafias de origen
alimentario se atribuyen al consumo de alimentos con niveles
importantes de tiramina. También en este caso actuarian de
modo sinérgico otras aminas.

c) la existencia de interacciones entre medicamentos
IMAO y aminas bidgenas tiene como consecuencia la
potenciacidn de los efectos tdxicos de las aminas, ya que se
encuentra inhibido el sistema enzimdtico responsable de su
metabolizacidén. Este tipo de interacciones, es conocido
desde la década de los anos 70 y ha sido responsable, en
parte, de la retirada del mercado de un nimero importante de
fadrmacos IMAO, sustituyéndolos por otros de actividad
terapéutica similar pero sin este efecto secundario.

Otro aspecto importante que justifica el estudio de las
aminas bidgenas radica en su posible interes tecnoldgico,
por cuanto que podrian ser dtiles como pardmetros
indicadores del estado sanitario de los productos en gque se
originan, Yya que como se ha citado con anterioridad, su
origen es fundamentalmente debido a la actividad
descarboxildsica de la flora bacteriana.

Concretamente en pescado, este eventual papel ha sido y
sigue siendo, un tema a estudiar ya que los resultados
obtenidos hasta el momento son parciales y ofrecen
conclusiones a veces contradictorias.

El "grado de frescura" se ha evaluado tradicionalmente
mediante un examen organoléptico y sdlo en algunos casos= =e
recurre a la determinacidén de compuestos volidtiles que =se
forman durante su descomposicidn. Si bien estas
determinaciones pueden ser suficientes para evaluar el
estado de los "pescados frescos", resultan inadecuadas en el
caso de conservas de pescado, Yya que durante su
pProcesamiento han sido sometidas a tratamientos térmicos y
como consecuencia disminuyen e incluso desaparecen los
compuestos voldtiles,al mismo tiempo que se destruye la
eventual flora microbiana presente.

Las aminas biégenas, por el contrario, tienen cardcter
fijo (no volatil), resisten 1los trataminetos térmicos y por
tanto se encontrardn presentes en el producto final. Asi la
existencia de niveles elevados de aminas bidgenas en
conservas de pescado serila consecuencia de un desarrollo
microbiano indeseable de la materia o de contaminaciones
bacterianas durante el procesamiento, por lo tanto, podrian
ser, en definitiva, indicadores de la "calidad sanitaria" de
estos alimentos,al mismo tiempo que se destruye la eventual
flora microbiana flora microbiana presente.



Nuestro trabajo pretende contribuir al estudio de la
validez del empleo de las aminas bidgenas, concretamente de
histamina y de tiramina como pardmetros indicadores del
estado higienico- sanitarioc del pescado (en nuestro so
boquerdn, Engraulis encrasicholus ) mediante en sayos que
nos permitan decidir si existe una correlacidn entre la
formacidén de estas aminas y la degradacidn de estos
productos, estableciendo ademds wuna comparacidn con el
comportamiento de otros pardmetros clasicamente utilizados
para evaluar la frescura del pescado.

Igualmente pretendemos obtener informacidn acerca de los
contenidos de aminas bidgenas en conservas y semiconservas
de pescado disponibles en nuestro mercado a fin de comparar
los datos obtenidos con los aportados por otros autores en
los diferentes palses. Y de evaluar su posible trascendencia
toxicoldgica.



2.- COMPOSICION Y ESTRUCTURA DEL MUSCULO DE PESCADO .

CAMBIOS"POST-MORTEM"

COHPOSICION (BERLITZ, 1988; HARTHORN, 1983; JACQUQOT, 1961)

La carne de pescado prdcticamente s4lo contiene
glucdgeno. A diferencia de 1los animales de sangre caliente
su tejido conectivo es mas laxo y difuso, lo que hace que se
digiera con mayor rapidez y también que su degradacidn sea
mds rapida.

Mientras que la proporcidn de proteina bruta del pescado
es de un 17 a un 20 por ciento. Los contenidos de grasa y de
agua varilan dentro de unos dmplios limites. Asi, es posible
clasificar a los peces teledsteos (de esqueleto dseo) segin
su contenido lipldico:

a) Pescado blanco cilindrico de plataforma continental,
como el bacalao y la merluza , que contienen menos del 1
por ciento de grasa.

b) Pescado blanco de . la plataforma continental, que
contiene menos del 4 por ciento en grasa (con la excepcidn
del hipogloso, que puede contener hasta un 9 por ciento).
Se incluyen en este grupo pescados como la platija ¥y el
lenguado.

c) Peces muy grasos o peldgicos, con un contenido en
grasa del 18 al 26 por ciento, entre los que se encuentran
el arenque, la sardina y el atun.

d) Pescados de agua dulce y de carne roja que contienen
hasta un 14 por ciento de grasa, como el salmén.

En la tabla 1 se indican las correspondientes fracciones
de agua, proteinas, lipidos e hidratos de carbono de estos
pescados.



Tabla 1 Composicidn basica de algunos pescados
(PEARSON, 19886)

A ————— — —— — ————————————————

Clase o especie Agua Grasa Proteina Cenizas
pescado % % % %
Blanco cilindrico 78-84 0.1-0.9 15-20 1
Blanco plano...... 78-82 0.5-4.0 15-19 1
Arenque........... 66 7-30 14-24 1
Salmdn. P S T R S 67 1_14 18_24 1
Las cifras indicadas en 1la tabla se refieren a

contenidos medios, puesto que dentro de una misma especie
los porcentajes de agua y de grasa, sobretodo, pueden variar
por numerosas causas, entre estas: la estacidn del ano y la
disponibilidad de alimento. Asi, en peces peladgicos, después
del desove la cifra de grasa desciende bruscamente hasta
valores préximos al 1 por ciento. A medida que el contenido
lipidico desciende, aumenta el contenido hidrico (de mayor
densidad) y el pez puede ganar peso al mismo +tiempo que
"adelgaza"

PROTEINAS

El contenido en Nitrogeno protéico del miusculo de
pescado representa de un 2 al 3 por ciento. Atendiendo a su
composicidn en aminodcidos, se observa que la proteina de
pescado es de alto valor bioldgico ya que contiene todos los
aminodcidos esenciales.

Las proteinas de pescado ©pueden clasificarse en los
siguientes grupos:

~— Proteinas del sarcoplasma.

|

Protelnas contrdctiles.

Proteinas del tejido.conjuntivo.

Protelnas séricas.



Protelnas del =arcoplasma

Constituyen un 16-22 por ciento de la proteina total.
En el ‘“"rigor mortis" esta proporcidn se reduce a la mitad
debido a la dilucidn con agua subsiguiente a la sinéresis de
las miofibrillas.

En este grupo de proteinas se incluyen numercsos enzimas
que se caracterizan por tener su actividad madxima a bajas
temperaturas. Por ello, aunque el pescado se refrigere o se
mantenga en hielo después de su captura, mantienen su
actividad y esta es importante en relacidn con los cambios
de sabor que sufre el pescado durante su almacenamiento.

La separacidn mediante electroforésis de las proteinas
sarcoplasmaticas revela la presencia de complejos protéicos
propios de cada especie que permiten la diferenciacidn de la
misma.

En el grupo de proteinas sarcoplasmdticas también se
pueden incluir las protelnas pigmentadas o cromoproteinas
(nioglobina, hemoglobina y citocromo). Su contenido es muy
variable segin la especie, pero en ningldn caso es tan
elevado como en el misculo de los mamiferos.En especies muy
prigmentadas (ej. atdin) pueden producirse decoloraciones como
consecuencia de los procesos de degradacidén de estos
pigmentos ("verdeado" de las conservas de atin).

Proteinas contractiles

La fraccidn de proteinas contractiles respecto a la de
proteina total es mayor en el midsculo de pescado que en el
de los mamiferos, ya que puee alcanzar hasta un 75 por
ciento del total de proteina. Estdn constituldas por miosina
(40 por ciento, que varia de unas especies a otras) y actina
(15 al 20 por ciento). El complejo actomiosina es mds
dificil de separar que en el misculo de los mamiferos. La
actina es mds rica en grupos -SH y la miosina es mds
sensible a los enzimas proteoliticos, al calor y a la
desecacidn, que en los animales de sangre caliente. Esta
mayor sensibilidad de la miosina junto con el menor
contenido en coldgeno de la carne de pescado justifica su
buena digestibilidad (CHEFTEL y CHEFTEL, 1880).

Asi como 1las protelinas de la fraccidn sarcoplasmatica
son las resposables principales de los cambios de sabor
durante el almacenamiento, las protelnas miofibrilares
(contraActiles), son las causantes de los cambios de textura
debido a los cambios que sufren en el ©periodo ‘"post
mortem".



El tejido muscular del pescado, por sSu particular
disposicidn de fibras no interconectadas en sentido
longitudinal, es particularmente sensible a cualquier
alteracidn: cambios de pH, elevacidn de la temperatura,
cambios de concentracidn salina...

Proteinas del tejido conjuntivo

Constituyen aproximadamente un 3 por ciento del total de
protelna en los peces dseos (telebsteos) y llegan al 10 por
ciento en los peces cartilaginosos (tiburdn,raya...). No
obstante, en ambos casos su contenido es menor que en el
misculo de los mamiferos. :

La temperatura de retraccion del colageno del pescado es
de unos 45 grados C, bastante inferior a la de los mamiferos
(80-65 grados C).

El bajo contenido en coldgeno y su temperatura de
retraccidn explica que el misculo de pescado sea mds
"tierno" que el de mamifero.

Proteinas séricas

Ademas de la hemoglobina, citada anteriormente en la
fraccidn de protelinas del sarcoplasma, cabe destacar a las
denominadas "glicoprotelna anticogelantes" . Estas son las
responsables de la bajas temperaturas de congelacidn del
suero de algunas especies de peces que viven en zonas
polares (Trematomus borchgrevinki, Dissostichus mawvxoni,
Boreagadus gaida ).

La secuencia de aminoacidos de este tipo de proteinas
muestra una gran periodicidad. Su peso molecular es del
orden de 10.500 a 27.000 Daltons y su conformacidn es
Predominantemente "estirada" con algunos tramos en
alfa-hélice. En solucidn se hidratan con facilidad y su
accidn anticongelante se explica tanto por los grupos metilo
de sus cadenas laterales como por la accidn hidrofilica de
los disacaridos que estan unidos a ellas.

NITROGENO NO PROTEICO

La proporcidn de nitrdgeno no proteifco respecto al
nitrogeno total es del ©9-18 por ciento en los peces
teledsteos y del 33-38 por ciento en los peces
cartilaginosos. Las sustancias nitrogenadas no protéicas se
encuentran principalmente en el @plasma y en el 1liquido
intracelular. Contribuyen en gran parte al aroma y al sabor
del pescado y el contenido de algunas de ellas se ha



venido utilizando cladsicamente como pardmetrc quimico
indicador del grado de frescura del pescado (trimetilamina,
bases volatiles...).

Péptidos

Los principales péptidos que se encuentran en la
fraccidn nitrogenada no protéica son:

- Anserina, en cantidades variables que oscilan
alrededor de 25 mg/Kg.

- Carnosina, en cantidades semejantes pero solo
presente en algunas especies.

- Taurina, en unas cifras prdximas a 500 mg/Kg.

Aminodcidos libres

Presentan distinta composicidn segin el tipo de pescado.
Por ejemplo, en 1los pescados peldgicos,los aminodcidos
predominantes son:acido aspiartico, treonina, serina, dcido
glutamico, prolina, glicina, alanina, valina, histidina y
lisina. ( JACQUQOT, 1961)

En la familia de los escdmbridos (atdn, bonito...), la
histidina domina cuantitativamente entre los amino&cidos
libres. Su proporcion es del 0.6 al 1.3 por ciento, pudiendo
aumentar hasta un 2 por ciento en algunos casos. En el
misculo de estos pescados hay ademds Il-metilhistidina
libre.

La fraccidn de aminoadcidos libres, es cuantitiativamente
muy elevada en los crustaceos, llegando a un 50 por ciento
del +total de nitrdgeno no protéico. Ello explica la
"exquisitez" del sabor de la carne de estas especies (MEYER
y col., 1873).

Aminas y &xidos de aminas

Los peces marinos contienen 40-120 mg/Kg de dxido de
trimetilamina, que despues de la muerte del pez se reduce a
trimetilamina. Cuando se somete a temperaturas elevadas, el
O0xido de trimetilamina =se degrada a una mezcla de
dimetilamina y formaldehido. Este desdoblamiento +también
puede ser causado por accidén de los enzimas propios del
mdsculo de pescado y por ello ambas sustancias pueden
encontrarse en cantidades tanto mas elevadas cuanto menor
sea la frescura del mismo



Los peces de agua dulce contienen menos dxido de
trimetilamina, unos 0.5 mg/Kg. Este menor contenido puede
tener su origen en los copépodos del plancton, que sirven de
alimento a los peces marinos.

Ademdas de trimetilamina y de dimetilamina en la carne
de pescado se pueden encontrar metilamina y amonlaco.

Igualmente cabe considerar en este grupo a las aminas
bidgenas, resultantes de la descarboxilacidn de aminoacidos,
cuyo estudio y su eventual validez como parametro quimico de
frescura del pescado serdn ampliamente comentados en esta
memoria. .

Compuestos guaninicos

La creatina se encuentra en una cantidad de 600-700
mg/kg en la mayorla de los pescados. En el grupoc de los
crustaceos este compuesto se halla sustituido por Ila
arginina.

Compuestos de amonio cuaternario

Se denominan tambien betainas (bases de trimetilamonio).
Son ma&s abundantes en los peces teledsteos que en los
elasmobranquios (peces cartilaginosos); la forma mds comin
es la gicin-betalna; en anguilas se ha encontrado
gamma-butirobetalna; en moluscos y crusticeos se encuentran
homerina y N-metilpiridina.

Purinas

El contenido de estas sustancias en el musculo de
pescado es de unos 300 nmg/Kg.

Urea

En los peces cartilaginosos es caracteristica la
existencia de contenidos elevados de esta sustancia. Se
encuentran cifras de 1.3-2.1 g/Kg de midsculo de pescado.
Durante el almecenamiento de este tipo de peces se produce
el desdoblamiento de la urea en amonfaco por accidn de la
ureasa bacteriana.

CARBOHIDRATOS

La carne de pescado no contiene carbohidratos en
cantidades significativas a excepcidn del glucdgeno. Su



contenido, sin embargo, es también inferior al del mi@sculo
de los mamiferos, llegdndo=e sdlo a cifras iguales o menores
al 3 por ciento. Esta circunstancia tendrd especial
importancia en el pH final que alcanza el pescado y en la
instauracidén del "rigor mortis".

En cuanto a los aztcares simples, sSe encuentran nuy
pequefias cantidades de glucosa y de ribosa que son sin
embargo, suficientes para interaccionar con grupos amfnicos
libre y originar reacciones de Maillard.

Algunos peces poseen sabor dulce, este no se puede
explicar con el contenido en glucosa 1libre, ya que es
demasiado bajo; pero quizas existan otras sustancias que
potencien su sabor (BURGES y col., 1965).

LIPIDOS

El contenido en grasa en el pescado es, como ya se ha
citado anteriormente, nmuy variable. Depende de 1la especie,
del ciclo de maduracidn sexual, de 1la época del desove y de
las disponibilidades alimenticias.

El depdsito graso se puede situar en distintas
localizaciones anatdmicas: en el misculo en pescados grasos
come el arenque; en el higado en el bacalao, el eglefino o
en el abadejo y en otras visceras en pescados como el lucio
y la perca.

Los 1lipidos del @pescado permanecen lfigquidos a la
temperatura del agua del mar, por loc que deben de ser
altamente insaturados. Su composicidn es caracteristica. En
la grasa de pescado se halla wuna elevada proporcidn de
adcidos poliénicos con 4-6 dobles enlaces. Frente a este
elevado contenido de &cidos grasos insaturados hay una
relativa escasez de tocoferoles de accidn antioxidante. Por
ello la fraccidn lipidica del pescado presenta problemas
desde el punto de vista de la conservacidn,sobre todo en
técnicas de congelacidn, por la facilidad con que se oxida.

Los 1lipidos que no son triglicéridos wvarian poco en
funcidn del estado nutritivo del animal. Son en general
lecitinas y otros fosfatidos, algunas ceras y alcoholes,
colesterol y ésteres de colesterol y pequeifias cantidades de
dcidos grasos libres.

AGUA

Practicamente se puede generalizar al sefialar que existe
una correlacidn negativa entre el contenido de grasa y de



agua en la carne de pescado. Es el contenido hildrico de las
especies magras de pescado estd entre el 78- y el 81 por
ciento. Estos porcentajes se alcanzan también en peces
peldgicos, al final de la época del desove en la que el pez
no ingiere alimento Yy Se agotan sSus reservas grasas que se
sustituyen por agua.

El contenido en agua, al igual que el contenido en grasa
tambien varia segln la localizacidn anatdbmica. Brandes y
Dietrigh (1958) observaron que el contenido en grasa aumenta
desde la cabeza a la cola en los peces magros y sSemigrasos,
mientras que sucede lo contrario en las especies pellgicas.
El contenido hldrico sigue un patrdn inverso al descrito
para la fraccidn lipidica.

Este contenido en agua es muy alto para la mayorifa de
las especies de pescado. Las excepciones mas importantes son
el salmdbn y la anguila, ya que las cifras de agua son en
ambos menores (alrededor de un 67 por ciento). El1 wvalor
energético es mads alto por unidad de peso que en otros
pescados. Los crustaceos son también una excepcidn por su
bajo contenido en agua (alrededor del 70 por ciento) y su
elevado contenido en protelina (20-22 por ciento).

Sin embargo, aunque en general el contenido en agua de
la carne de pescado sea elevado, el tejido muscular del
pescado fresco libera muy poco liguido, incluso cuando se
somete a presidn. Ello es debido a que en su estado natural
las proteinas se hallan fuertemente hidratadas y el agua
queda retenida, carece de libertad de movimiento. Si libera
agua, la carne de pescado cocido o del pescado que se ha
almacenado durante un tiempo en el frigorifico en
condiciones deficientes. La protelna se ha desnaturalizado
y el agua 1ligada pasa a ser agua libre (BURGESS vy
col., 19865).

VITAMINAS

Vitamina A

Los pescados grasos contienen cantidades apreciables de
vitamina A que se encuentra, disuelta en los 1llpidos del
cuerpo. Los pescados blancos practicamente sdlo contienen
esta vitamina en su hlgado. Como fuentes importantes de
vitamina A destacan: la grasa de las visceras, los musculos,
las membranas y sobre todo el aceite de higado de pescado.

La concentracidn de vitamina A puede variar diez veces

en el misculo de un animal, de acuerdo con su localizacidn
anatdmica, por ejemplo en los peces planos los valores son
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siempre mds elevados cerca de los ojos que cerca del ciego
(CUTTING, 1969).

El higado de halibut es muy rico en contenido vitamfnico
A. Se han registrado cifras de hasta 100.000 mg de
retinol/Kg de aceite de hlgado. Otros aceites de hfgado de
pescado como los de bacalao y tiburdn son también ricos en
esta vitamina, pero menos que el de halibut. En ellos se han
encontrado wunos contenidos medios de 2.000 mg/Kg para el
aceite de bacalao y 12.000 mg/Kg para el aceite de hlgado de
halibut.

El aceite de higado de pescados es también rico en
vitamina D, y en esto se basaba la costumbre de administrar
aceite de higado de Dbacalao a 1los nifios antes de que se
comercializaran los complejos multivitamlnicos. .

La vitamina A se encuentra en el pescado en distintas
formas, con una variada eficacia fisioldgica.

Vitamina D

Su patrdn de distribucidn es similar al de la vitamina
A. Asi, su principal fuente son los aceites de hilgado de
pescado, e igualmente el mds rico es el aceite de hifgado de
halibut, con niveles de 50-100 mg/Kg. El1 aceite de hlgado de
bacalao, tradicionalmente administrado a nifiocs como soporte
vitaminico, tiene un contenido menor en vitamina D , sdlo
unos 20-25 ng/Ksg.

Vitamina E

La presencia de tocoferoles en pescados ha sido muy
discutida a lo 1largo del tiempo. Se encuentran presentes
aunque siempre en cantidades muy pequefias. En el aceite de
higado de pescado, el contenido oscila entre los 18 mg/Kg en
bacalao y los 45 mg/Kg que se alcanzan en el "turbot".

Sin embargo, en 1942 Dubouloz y Hedde identificaron en
aceites de pescado, particularmente en atun, otros
antioxidantes distintos de la vitamina E .

Cabe destacar que en 1949 Kingtad y Folkvord vya
encontraron contenidos de vitamina E altos en las huevas de
gadidos (bacalao, eglefino...): de 0.8 a 5 mg por 100 g de
peso seco. Estos contenidos son casi tan altos como los que
sSe encuentran en cereales. -
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Vitamina K

La presencia de esta vitamina ya fue detectada en 1945
por Fontaine. La harina de pescado parece ser un producto
especialmente rico en esta sustancia.

Vitamina F

Esta wvitamina agrupa a los Acidos grasos esenciales:
linoleico, araquiddnico y linolénico. Estos dos Ultimos son
raros en los lipidos del pescado, que en su defecto
contienen otros acidos grasos poliénicos.

Los aceites de pescados grasos (sardinas, arenques...) ¥y
los lipidos de 1las huevas de salmdn ejercen una importante
accidn curativa sobre ratas con déficit de vitamina F
(BAILEY, 1843).

Vitamina B

El mdsculo de pescado constituye un buen aporte de
vitaminas del grupo B . Contiene del orden de 0.05 mg de
tiamina por cada 100 g de tejido. Si se compara con los 0.4
ng/g de tiamina que contiene el pan integral, parece una
cifra bastante baja, pero sin embargo suficiente (teniendo
en cuenta que los requerimientos de tiamina dependen del
aporte energético). .

El pescado en general es una buena fuente de otras
vitaminas del conplejo B. Asi se encuentran contenidos de
4ng/100g para el 4dcido nicotinico, 0.3mg/100g para la
riboflavina o 50 g/100g en el caso del acido fdlico.

Generalmente los mariscos y crustdceos son mds ricos en

vitaminas del complejo B que 1los peces de aleta.(POTTER,
1973). :

Vitamina C

En en mdsculo de pescado no existe vitamina C. El tejido
muscular del salmdn constituye una excepcidn puesto que
segin Fixsen y Roscoe (1938) contiene mads vitamina C que el
zumo de naranja.

Sin embargo, en huevas y en higado de pescado existe la
suficiente cantidad de vitamina C como para proteger del
escorbuto a poblaciones cuya dieta es bdsicamente
Piscicola.
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MINERALES

Como fuente de minerales, los tejidos de pescado son
dtiles en cuanto a sus aportes de calcio, magnesio Yy
fosforo.

Moluscos, crustdceos, arenques y otros pescados que se
consumen enlatados incluyendo 1los "huesos" son una buena
fuente de calcio, con niveles del orden de 100-200 mg/100g.

El pescado contiene menos hierro que la carne de
mamifero, puesto que su misculo esta menos irrigado y una
cantidad semejante de cobre. '

Cabe destacar, por ultimo, la importancia del pescado
como fuente de aporte de yodo, ya que en el caso de los
pescados marinos su contenido es cien veces mayor que el de
la carne de mamifero.

En la tabla 2 se mnuestran datos referentes al contenido
medio de algunos minerales imortantes en el midsculo de
pescado.

Tabla 2. Sustancias niherales en midsculo de pescado
(BERLITZ, 1888)

Elemento Cantidad mg/Kg" Elemento Cantidad mg/Kg
Ca 28-420 Fe 5-528
Mg 240-310 Cu 0.4-1.7
P 1735-2170 I 0.1-1.0

ESTRUCTURA DEL MUSCULO DE PESCADO. (LUDORFF y MEYER, 1879)

Las fibras musculares del pescado presentan una
estructura interna semejante a la del mdsculo esquelético de
los animales superiores. Observadas al microscopio aparecen
estriadas y en ellas se puede apreciar la disposicidn en
sarcomeros.

14



Las fibras musculares estan constituidas por
miofibrillas y éstas por filamentos contractiles gruesos y
delgdos (miosina y actina) dispuestos solapadamente, siendo
esta particular disposicidn la responsable de la estriacidn
observada. Los espacios entre las miofibrillas contienen un
espacio acuoso denominado sarcoplasma, que incluye proteinas
y algunas sustancias de peso molecular bajo. El conjunto
estd rodeado de una membrana denominada sarcolena.

Sin embargo, la disposicidn de las fibras musculares a
lo largo del cuerpo del pescado es distinta a la de los
animales superiores, debido a su especial sistema de
locomocidn.

Los peces carecen de extremidades unidas a la columna
vertebral; las aletas +toradcicas y abdominales pares, gque
corresponden a las eXtremidades de los tetripodos, se
insertan directamente Yy sirven poco en la propulsidni son
mds bien drganos para mantener el equilibrio y la direccidn
en el agua. Las aletas dorsales y anales tienen también una
funcidén similar. El1 movimiento serpenteante de progresidn
del pez en el agua tiene lugar por contraccidn alternativa
de sus misculos laterales derecho e izquierdo.

Las fibras musculares en los peces, SsSe agrupan en
segmentos denominados miotomos, que tienen su origen en el
desarrollo embrionarioc. El nimero de estos segmentos es
independiente del tamano del pez y el ntmero de fibras es
constante para cada especie (DYER, DINGLE, 1961).

Cada miotomo estd constituido por un gran ndmeroc de
células musculares situadas ©paralelamente y en sentido
longitudinal. Estas células estdn insertadas por sus
extremos en tejido conectivo e igualmente estan envueltas
por éste. Las fracciones de tejido que separan los miotomos
longitudinalmente se denominan mioseptos y las que lo hacen
transversalmente miocomatas.

Se pueden distinguir dos tipos de carne de pescado
denominados clara y oscura o bien blanca y roja (aunque
ambas sean en realidad rojas). El color rojo se debe a la
presencia de mioglobina, mds abundante en el midsculo oscuro,
mientras que en fibras musculares claras se observa una
mayor riqueza en sarcoplasma.

Las diferencias anatémicas entre los dos tipos de
misculo se traducen también en diferencias fisioldgicas. Las
fibras rojas, bien irrigadas, son especialmente adecuadas
Para el metabolismo oxidativo (apropiado en casos de accidn
sostenida). Por el contrario el mldscule blanco es
Probablemente mds adecuado para una actividad vigorosa
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durante ©periodos de tiempo mads cortos, puesto que Ssu
metabolismo es basicamente anaerobio (HULTING, 1882).

Los porcentajes de carne oscura ¥y clara varilan de una
especie de pescado a otra. En arenques y caballa se alcanza
hasta un 10% de carne oscura que se situa entre la piel y la
carne blanca. En 1la familia de los gadidos (bacalao,
abadejo...) y en otros pescados magros la proporidn de
midsculo rojo es del 10% y se encuentra formando una capa nuy
delgada debajo de la piel.

CAMBIOS SUFRIDOS POR EL PESCADO DURANTE EL PERIODO
POST-MORTEM (LUDORF y MEYER, 18978; BURGESS, 19783
CHEFTEL,CHEFTEL, 18980).

Cuando se produce la muerte del pez éste presenta unas
caracteristicas de estructura y composicidn distintas a las
que presentard en el momento del consumo, debido a los
cambios fisicos y bioquimicos que tienen lugar durante este
periodo de tiempo.

Estos cambios conducen igualmente a la descomposicidn
del pescado si éste se almacena durante demasiado tiempo o
si el almacenamiento se efectla en condiciones deficientes.

Se puede considerar la siguiente secuencia de
acontecimientos:

a) instauracidén del "rigor mortis"

b) inicio de la autoilisis

c) desarrollo de microorganismos Yy cambios debidos a su
actividad enzimatica.

Tras la mnuerte la interrupcidn de 1la circulacidn
sanguinea priva al misculo del aporte de oxigeno, también
cesa la eliminacidn del anhidrido carbdnico y del resto de
los metabolitos celulares. Con todo ello se instaura un
desequilibrio que culmina con al aparicidn del ‘“rigor
mortis" o rigidez cadavérica, caracterizado por la ausencia
del ATP necesario para permitir la separacidn de Ilas
proteinas contractiles: actina y miosina. Se produce una
contraccidn similar a la fisioldgica, pero en este caso es
irreversible.

Cuando se agotan las reservas de ATP (proceso acelerado
por el forcejeo del pez durante su captura). para obtener
mds energia, las células, en ausencia de oxigeno solo pueden
metabolizar la glucosa por la via'de la glucolisis
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anaerobia. El Acido lactico resultante no puede seguir la
via del ciclo de Krebs, por lo que se origina un descenso de
pH debido al actimulo de éste dcido.

Con respecto al tiempo de aparicidn del "rigor mortis" y
las reservas de glucdgeno que posee el pez al morir se ha
comprobado que hay variaciones estacionales e incluso
diarias, independientemente a las provocadas por la lucha
durante la captura.

Si el pH desciende hasta el punto isoeléctrico de las
pProteinas miofibrilares (cercano a 5.5) éstas se
desnaturalizan y pierden su capacidad de retener agua , lo
que origina cambios de textura.

Esta disminucidn del pH es también responsable del cese
de la glucolisis, por inhibicidn de 1los enzimas implicados
en este proceso, incluso antes de que se agoten las reservas
glucoliticas. Cuando cesa la glucolisis no existen ya mds
posibilidades de obtencidn de ATP con lo que se instaura el
"rigor mortis".

Los cambios autoliticos que suceden tras la instauracidn
del "rigor mortis" son en principio debidos @nicamente a los
enzimas contenidos en la carne del pescado (que comparados
con los existentes en el misculo del mamifero muestran mayor
actividad a bajas temperaturas, Yy menor estabilidad a las
altas).

La actividad autolitica.es mayor en el miusculo rojo que
en el blanco, dentro de una misma especie de pescado.

Entre los cambios de los gque es principalmente
responsable la accidn autolftica cabe citar:

- degradacidn de nucledtidos con la consiguiente
aparicidn de nucledsidos: ribosa y bases pidricas.

— aumento de aminodcidos libres debido a la proteolisis
(posteiormente estos aminodcidos, podrdn ser descarboxilados
por la flora microbiana, siendo el origen de las aminas
bidgenas).

- en pescados marinos, aparicidén de dimetilamina y
formaldehido, a partir del d6xido de trimetilamina.

En cuanto a la proliferacidn bacteriana cabe senalar
Previamente que aunque el mlsculo de pescado vivo es
estéril, existen microorganismos en la piel, agallas e
intestinos. Cuando el pez estd vivo, la piel constituye una
barrera para la entrada de microorganismos y la flora
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bacteriana intestinal queda también aislada del resto del
cuerpo por el @peritoneo. Tras la captura, si el pescado es
golpeado,debido a una mala manipulacidn, pueden producirse
lesiones que aceleren la colonizacidn bacteriana por parte
de esa flora, que es la caraacteristica del pescado.

Por accidn de los enzimas autoliticos de la carne del
pescado, se producen asimismo modificaciones que permiten
que la flora bacteriana, antes localizada en la superficie y
en los intestinos, colonice también el +tejido muscular que
por su parte ha empezado también a sufrir modificaciones
debidas a la accidn enzimdtica.

La invasidn del pescado por parte de los microorganisos
es relativamente facil y rapida, ya que sSu carne contiene
compuestos de bajo peso molecular, como dipéptidos Yy
aminodcidos libres que son rdpidamente utilizados por las
bacterias.

En wuna segunda fase 1los microorganismos ejercerdn
también su accidn proteolitica, liberando aminodcidos, que
luego pueden ser descarboxilados por bacterias que poseen
esta capacidad enzimdtica, orginando las aminas bidgenas,
que seran objeto de estudio en esta memoria.

La fraccidn grasa del pescado también sufre procesos de
deterioro que evidentemente sSerdn menos importantes en
pescados magros como el bacalao y el eglefino.

El elevado porcentaje de = acidos grasos insaturados en
el pescado implica una gran facilidad de enranciamiento. Los
enlaces insaturados captan fdcilmente oxigeno, viéndose
favorecida esta captacidn en presencia de la 1luz, a
temperaturas elevads o en presencia de trazas de metales.
Como consecuencia de la oxidacidn 1los acidos grasos se
desdoblan - formando compuestos de olor ¥y sabor
desagradables.
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3.—-_PARAMETROS PARA EVALUAR LA FRESCURA DEL PESCADO

Se han propuesto numerosos indices para evaluar la
frescura del pescado. El mas cldsico y utilizado por el
hombre desde 1la antigigdad &8 #l d& 1a 1a valoracionl
organoléptica. Este tipo de inspeccidn presenta varias
ventajas: no necesita equipos ni materiales especiales, es
rdpido vy permite la valoracidn simultdnea de varios
pardmetros en distintas muestras de pescado (BURGESS y col,
1979). No obstante este tipo de valoracidén tiene también
varios inconvenientes; uno de ellos es que la valoracidén
estard sujeta a las impresiones subjetivas del panel de
calificadores, por lo que ademds serd necesario disponer de
patrones de comparacidn (tablas con caracteristicas a las
que se les asigna una numeracidn relacionada con el grado de
frescura de estos productos).

El precursor de los estudios para determinar la frescura
del pescado fue Anderson quien, en 1907, establecid las
bases del andlisis (BURGESS y col, 1979). Desde esta fecha
los estudios posteriores de correlacidn entre las
calificaciones organolépticas y los patrones de comparacidn
(EHRENBERG, SHEWAN, 1953) han demostrado la necesidad de
disponer de medidas objetivas de caracter fisico y/o
quimico, capaces, ademnds de solventar el problema anadido
que se produce al intentar  distinguir entre el llamado
limite de frescura y el estado de alteracidn incipiente
(GALLARDO y col, 1979).

Se han propuesto numerosos Indices para tratar de
determinar de una manera cdmoda y sencilla la frescura del
pescado. Estos 1indices deben ser capaces de asegurar que
ningin pescado en malas condiciones sea dado como bueno; no
obstante para verificar que este punto es correcto se
recomienda la evaluacidn simultdnea de mds de un parametro.

De entre los numerosos indices propuestos se sefala a
continuacidn el fundamento de los mas ampliamente
utilizados:

3.1- PARAMETROS REiACIONADOS CON COMPUESTOS NITROGENADOS

Se trata de un conjunto de pardmetros ampliamente
aceptados, ya que se basan en el estudio de compuestos de
estructura nitrogenada, especialmente abundante en 1los
productos pesqueros, de naturaleza principalmente proteica.
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3.1.1- BASES VOLATILES

Durante la descomposicidn del pescado se forman
diferentes bases volatiles tales como amoniaco y aminas
mono, di y trimetiladas. Su analisis se realiza

conjuntamente atendiendo a la cantidad de Nitrdgeno que
poseen.

El hecho de que con este 1Indice se determine mds de una
sustancia, puede hacer creer que tiene una gran validez como
Indice indicativo del grado de descomposicidn, sin embargo
ello no es correcto ya que algunos de los compuestos
formados Unicamente se originan en estados muy avanzados del
proceso de degradacidn (BURGESS, 19739). A pesar de ello es
una prueba utilizada ' con mucha frecuencia y que en Espaiia
constituia junto a la determinacidn de trimetilaminas (THA)
y del 1indice de perdxidos una de las deteminaciones
bioquimicas especificadas en la Reglamentacidn Técnico
Sanitaria de pescados (R.D. 1521/1977) vigente hasta el ano
1984.

Para la determinacidn de las bases voladtiles se emplean
dos tipos de métodos:

a) métodos basados en la destilacidn

b) méfodos basados en la microdifusién de Conway

a) Métodos basados en la destilaciodn

Son los mads extendidos. Se basan en la destilacidn de
las bases volatiles en medio alcalino, para retener a los
aldehlidos, las cetonas o los alcoholes capaces también de
destilar. El destilado se recoge sobre agua o sobre un acido
y se determina su normalidad mediante una valoracién
volumétrica, expresando el resultado final como "Nitrdgeno
de bases volatiles".

En la tabla 3 se muestra un resumen de las condiciones
de destilacidn del método.original de Liicke y Geidel y =sus
posteriores modificaciones (GALLARDO y col., 19789).
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Tabla 3. Condiciones para la destilacidn de bases
volatiles

METODO MATERIA A MEDIO OBSERVACIONES
DESTILAR ALCALINIZANTE
LUCKE y GEIDEL misculo de Mg0
1838 pescado
ANTONACOPQULOS misculo de Mg0 introduce como
1860 pescado modificacidn un
' destilador con
corriente de
aire
HILLING extracto Ca(OH) =
1958 acuoso
FAQO/OMS extracto NaOH
1968 TCA
PEARSON Y misculo de MgO destilacidn a
MUSLEMUDDIN pescado 50°C y a pre-
1968 sidn reducida
GALLARDO Y extracto MgO 10 min. desti-
MONTEMAYOR TCA lacidén,recogdo
1982 sobre ac.bdrico

—— e ———— ——— —_—— e ———— ——————————— — —————— ————————

b) Métodos basados en la microdifusidn

Se basa en la adicidn de carbonato potdsico a extracto
jugo de pescado desproteinizado, situado en uno de los
compartimentos de la célula de Conway. Con ello se libera el
nitrdgeno volatil, que difunde en la disolucidn de &cido
bdrico que se encuentra en el compartimento contiguo de la
célula (Fig. 1).
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Fig. 1.- Método de microdifusidén de Conway para la
estimacidn de bases volatiles (PEARSON, 13986)

N volaztil total

i 2=l  ———— 2 5
T o o T e B =

Acido bDorico extracto d4de Ppescoade -+

+ indicadoxr carbtonato potdmioo

Esta microdifusidn presenta la ventaja de trabajar a
temperaturas bajas (37-45 =C),con 1lo que se miniminiza la
hidrolisis de proteinas y la subsiguiente liberacidn de
amoniaco a partir de ellas (que hara aumentar el valor
total de Nitrogeno de bases voldtiles obtenido). El
inconveniente de este método radica en su larga duracidn, ya
que son necesarias al menos 12 horas para que se produzca
totalmente la difusidn; por ello esta técnica no se aplica a
exdmenes rutinarios (GALLARDO y col. 18978).

3.1.2.— TRIMETILAMINA

Es un compuesto estrechamente relacionado con el "olor
caracteristico" que adquiere el pescado tras su captura. Se
forma principalmente por reduccidn bacteriana del dxido de

trimetilamina (0OTMA), componente natural del pescado
Rarino: :

(CHa)=NQ ————=—=——= > (CHz)=NH + H=0

OTHMA THMA

Aunque numerosos estudios demuestran que existe una
buena correlacién entre el aumento de TMA y el avance del
estado de descomposicién (SHWEN, JONES, 1857; FRIEDERIC,
PAIGE, 1970), su validez como parametro estd limitada
principalmente por dos factores:

- su aplicacidn es exclusiva para el pescado marino,
ya que el de agua dulce no tiene el precursor OTHA,
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- las cantidades obtenidas son variables; dependen de
la especie, estacidn del afno y del propio individuo

Debido a este Wdltimo inconveniente se considera mas
correcto utilizar como pardmetro la relacidn OTMA/TMA (FAO,
1969).

La produccién de THA durante la alteracidn microbiana
fue comprobada en 1873 por Beatty y Gibbsons (GALLARDO y
col., 1978). Aunque ésta sea la principal causa de su
aparicidén, sSe sabe que tras la muerte del animal la glucosa
libre y el glucdgeno del misculo sufren una degradacidn
anaerdbica para producir ATP, formdndose ademds Aacido
lactico que reacciona con el OTMA que a su vez dard lugar a
mads TMA , tal como se muestra en la siguiente secuencia de
reacciones:

CHa-CHOH-COOH + OTHMA ---——- > THA + H=0 + CH=s-CO-COOH

AC. LACTICO

CHs~-CO-COOH + OTMA  —-===—- > THA + H=0 + CO= + CH=COOH

AC.ACETICO

A todo ello cabe anadir que ciertos metales pueden
catalizar también la reducccidn del OTHMA y originar asi mas
TMA (CASTELL, 1970).

El método mds comunmente utilizado para la determinacidn
de la trimetilamina es el método colorimétrico de Dyer. Este
método estd basado en la determinacidén espectrofotométrica
del complejo coloreado formado por la TMA y el &cido plicrico
en presencia de tolueno. Aunque este método, publicado por
Dyer en 1945, no es totalmente especifico debido a las
interferencias de la dimetilamina (DMA) y otras aminas
(GALLARDO y MONTEMAYOR, 1982), es el método oficial de la
AOAC (Association Official of Analytical Chemistry) y en
Espana, se halla especificado en el Real Decreto 1521/1977.

3.1.3- DIMETILAMINA Y FORMALDEHIDO

El precursor de la dimetilamina y del formaldehido es
también el oxido de trimetilamina, por lo que estard sujeto
a la misma variabilidad de contenido (segin estacidn,
especie...) que la trimetilamina.
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Su mecanismo principal de formacidn es la desmetilacidn
del oéxido de trimetilamina por accidn enzimdtica, aunque
existan algunas especies bacterianas con capacidad para
originar estos compuestos.

Los productos de desmetilacidén del OTMA, formaldehido
(FA) y dimetilamina (DMA), se producen por accidén de un
enzima enddgeno, la OTMA-desmetilasa:

OTMA—DESMETILASA
(CHa)aNQ ————————— oo > (CH=)=NH + CH=0

OTHMA THA FA

La actividad de este enzima varila con la especie, con la
estacidn del ano, con los drganos y tejidos de que se trate,
siendo significativamente mas alta en el misculo oscuro que
en el claro (RUIZ y col, 1888).

La DMA parece tener posibilidades de servir como
indicador dde calidad del pescado congelado (GALLARDO Y
MONTEMAYOR, 1882) aunque es necesario una mayor

investigacidn al respecto.

La formacidn de dimetilamina es especialmente importante
en la familia de los gaddidos (bacalao, eglefino...) y puede
dar lugar posteriormente a la formacidn de nitrosaminas
(incluso después de la ingestidn del pescado) con lo que a
sSu interés como pardmetro de frescura se anade también un
interés toxicoldigico (BORDERIAS y col., 1987).

La dimetilamina no influye especialmente en los cambios
observados en el pescado durante su periodo de
descomposicién, pero si! lo hace el formaldehido que se
origina en cantidades equimoleculares a ella y que es el
responsable de los cambios de textura que sufre el midsculo
de pescado, El formaldehido estd muy ligado a las proteinas
y es por ello de dificil extraccidn, por lo que se determina
indirectamente cuantificando la DMA presente (CASTEL y col.,
1973). .

El formaldehido también se ha utilizado como aditivo en
prouctos de la pesca, 1o que nos 1lleva al problema de
discernir entre el que es de origen enddgeno y el que no
(RUIZ HMARTINEZ y col., 1988).

3.1.4.- AMINAS NO VOLATILES: HISTAMINA Y TIRAMINA

La estrecha relacién existente entre la formacidn de
aminas bidgenas y los procesos de deterioro del pescado,
permite proponerlas como indices de calidad de estos
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productos, en tanto en cuanto pueden reflejar, a nivel
microbiolégico, el estado higiénico-sanitario de los
pescados y de sus derivados (se exceptdan los productos
enlatados sometidos a pProcesos térmicos durante su
elaboracidn). Las aminas bidgenas por sSu cardcter no
volatil, serian indicativas del estado de la materia prima
utilizada, puesto que permanecen en el alimento tras el
tratamiento térmico, al contrario de 1lo que ocurre con la
flora microbiana y con gran parte de las sustancias
voladtiles que s1 se destruyen durante el proceso (VIDAL
CAROU, 1987). (ver apartado 4.3).

3.2.~ INDICES RELACIONADOS CON LA DEGRADACION DE
NUCLEQTIDOS

Se +trata de 1indices relacionados con los cambios que
sufre el pescado antes de ser colonizado por
microorganismos. En el periodo posterior a la muerte del
pez, tras la captura, se originan una serie de cambios que
culminan en wun periodo de ‘'"rigor mortis" seguido del
reblandecimiento de la carne. La causa inicial de estos
cambios es el agotamiento del ATP y de otros compuestos
fosforilados.

Numerosos estudios sobre diferentes especies de pescado
comercializadas mnuestran que el ©principal nucledtido, el

ATP, sufre una desfosforilacidn enzimdtica y una posterior
desaminacidén durante la captura (GALLARDO, 1978).

Fig. 2.— HMetabolismo del ATP

RIBOSA-1-P + HIPOXANTINA

S*—nuclectidasa . ribSmideo fomforilasa
IMP === > INOSINA
\:*a.bd-l.da hidrolasa
B4 RIBOSA + HIPOXANTINA



En la figura 2 se nmuestra también como el IMP que se
acunula, se degrada lentamente "post-mortem", inicialmente a
inosina y después a hipoxantina (JONES y MURRAY, 19862).

El ATP y las sustancias relacionadas con su metabolismo,
sufren estos cambios mucho antes de que se inicie el
deterioro bacteriano; por 1lo que éstos influirdn en los
caracteres organolépticos y como consecuencia en la calidad.
El IMP que se acumula en las primeras horas es el
responsable del denominado <coloquialmente "olor a pescado
fresco"; por su parte la hipoxantina, de sabor amargo, podra
influir, a concentraciones altas en el sabor del pescado.

Ademds de su formacidn precoz, otra ventaja de este tipo
de pardmetros es su termoestabilidad, siendo también dtiles
como indicadores de la calidad (en relacidn con el grado de
frescura) de la materia prima de productos enlatados.

3.2.1.— DETERMINACION DE LA HIPOXANTINA

La hipoxantina es el productc final de la degradacidn
enzimadtica del ATP y de los compuestos relacionados con él.
Su contenido aumenta mucho mds rapidamente a partir de la
proliferacidn bacteriana (JONES y col 1964).

En diversos trabajos se ha estudiado las relaciones
existentes entre el aumento de la hipoxantina y el ndmero
de dlas de conservacidn del pescado. También se ha
estudiado su correlacidn con la disminucidn de la calidad
organoléptica y con otros parametros, marcadores de la
descomposicidn del pescado (JONES y col 1S64).

Aunque la hipoxantina parece ser un buen parametro para
evaluar la frescura del pescado y sus productos derivados,
no se debe olvidar que su contenido es variable segldn las
especies (DYER y col 196635 EHIRA, 1974) y que es mayor en el
tejido muscular rojo que en el blanco, circunstancia que
debe tenerse en cuenta en el momento de la toma de muestra.

EHIRA y UCHIYAMA en 1873 demostraron que no todas las
especies acumulan hipoxantina como producto mayoritario de
la degradacidn del nucledtido, sino que muchas de ellas
acumulan inosina. Estos autores clasifican las especies mas
comunes en Japdn en tres grupos segdn el valor de la
relacidn hipoxantina/inosina. Si ésta es mayor que S5 se
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consideran productores de hipoxantina y su determinacidn es
dtil; las especies en que el valor es inferior a 1/5 son
productoras de inosina y el resto se considera un grupo
intermedio. En estos dos dltimos grupos la hipoxantina no es
el pardmetro mds adecuado para la determinacidn del grado de
frecura.

Ademds, debe resaltarse que el contenido en hipoxantina
continda aumentando durante el estado de congelaccidn (ROJAS
GIL, 1988) por lo que serla dtil como indice de calidad en
pescados congelados, pero orientaria muy poco acerca del
estado inicial de la materia prima empleada.

3.2.2.- INDICE K

Se trata de un pardmetro de diseno posterior, que se
define por la siguiente relacidén (SAITO y col, 1859):

Inosina + Hipoxantina

K % = - o e e X 100
ATP + ADP + AMP + IMP + Inosina + Hipoxantina

Es un indice que mide un valor relativo: la proporcidn
entre compuestos desfosforilados y fosforilados en la misma
muestra. Tiene en cuenta la inosina y la hipoxantina
formada, con lo que supera la limitacidén de la determinaidn
de esta udltima para su utilizacidn como parametro de
frescura en especies no estrictamente formadoras de
hipoxantina. :

Ehira en 1978 realizd un estudio sobre 104 muestras de
pescado. Se hizo un andlisis estadlstico para comparar la
adecuacidn de los 1indices k, TVB-N y TMA-N. Estos andlisis
se realizaron en tes grupos de muestras: recién pescados
(I), muestras de calidad oéptima para comer crudas (II) y
muestras de calidad mediana (III). Se dedujo que la
determinacién de TVB-N y TMA-N no muestran resultados
satisfactorios para diferenciar los tres grupos, mientras
que s? seria dtil el indice K (CASAJUANA, 1987).

27



3.3 - OTROS PARAMETROS

3.3.1 - DETERMINACION DEL pH

Como pardmetro para evaluar la frecura del pescado,
presenta la ventaja de todos los métodos fisicos: obtencidn
rapida de resultados y la posibilidad de ser aplicado "en
cualquier lugar" (no es necesario el laboratorio, puesto que
el dispositivo de lectura puede ser trasladado con
facilidad) (LUDORFF, 1987).

El pH de 1la carne de pescado fresco es de alrededor de
seis unidades. Este valor es mads bajo que en la carne de
animales superiores, puesto que su contenido en glucdgeno es
escaso y el descenso de pH debido a la glucolisis anaerdbica
que se produce tras la nuerte es menos importante que en
éstos. De todos modos, cabe citar que es posible disminuir
el pH final inyectando al pescado, antes de la mnmuerte,
ciertas sustancias como la adrenalina (HULTING 1880).

Los valores de pH aumentan lentamente durante el
almacenamiento. Cerca del 1limite por encima del cual el
pescado deja de ser comestible se alcanzan valores de
aproximadamente 6.8 wunidades de pH. Valores superiores
corresponderian a pescados en fase de descomposicidn y/o
putrefaccidn.

Sin embargo, es dificil relacionar un determinado valor
puntual de pH con el grado de. frescura del pescado, ya que
el pH final que se alcanza tras la muerte depende de las
reservas gluoliticas en este momento, lo cual es muy
variable ya que depende del tipo de captura empleada, de si
el pescado ha luchado... Si muestra utilidad por el
contrario,observar su evolucidn en estudios de
descomposicidén, e igualmente, se ha estudiado la correlacidn
entre el aumento del pH y la puntuacidén del test de
caracteres organolépticos. Es necesario no obstante,
realizar estudios para cada especie, puesto que los valores
de pH no son extrapolables (PALANCA y PABLOS, 1887).

La determinacidn del pH puede realizarse directamente
sobre el pescado triturado y homogeneizad, aungque es mas
aconsejable una dilucidn con agua destilada, en el caso de
que el material sea muy heterogéneo o si estd excesivamente
seco. En peces grandes, la determinacidén puede también
efectuarse, después de levantar la piel con un bisturl
mediante la aplicacidn de un electrodo de puncidn (LUDORFF y
MEYER, 1981).
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También se ha estudiado la relacidn entre la variacidn
del pH en pastas congeladas de pescado.Se ha apreciado un
ligero aumento del pH a 1lo largo del tiempo de conservacidn
en congelador que pudiere ser debida al acimulo de
aminoAdcidos y de bases nitrogenadas procedentes de la
degradacidén de diversos compuestos (TEJADA, 1880).

3.3.2 DETERMINACION DE SUSTANCIAS VOLATILES REDUCTORAS

Se comenterd brevemente en este apartado el fundamento
de la determinacidn de las sustancias voldtiles reductores
(SVR) porque aunque se trata de un lndice quimico con poca
aplicacidn en la actualidad era una de las determinaciones
que especificaba el ' Real Decreto 1521/77 que aprovaba la
Reglamentacidn Técnico Sanitaria de los productos de la
pesca con destino al consumo humano.

Esta prueba se basa en el hecho de que la mayor parte de
las sustancias responsables de los "olores desagradables",
son volatiles, y de que la mayorla de ellas son capaces de
reducir a un agente quimico oxidante tal como el
permanganato potasico. observd un alto grado de
coincidencia con los resultados obtenidos por paneles de
degustacidn. El inconveniente que presenta este pardmetro es
que las reacciones qulimicas debidas a wuna mezcla tan
compleja como las que constituyen las sustancias volatiles
reductoras no pueden interpretarse en términos de cantidades
precisas de productos particulares de alteracidn (BURGESS y
col., 1978).

3.3.3 - DETERMINACION DEL ACIDO 2-TIOBARBITURICO

La determinacidén del adcido 2-tiobarbitdrico se ha
utilizado como indice de calidad en el caso de pescados
grasos, puesto que se trata de una medida de la rancidez; se
basa en 1la reaccidn del acido 2-tiobarbitdrico que en
determinadas condiciones se combina con el aldehido
malénico, producto de la autooxidacidn de los 1lipidos
altamente insaturados. Mediante esta reaccidn se origina un
complejo de coloracidn anaranjada cuya intensidad se lee
espectrofotométricamente a.530 nm.

En la figura 3 se muestra el mecanismo de 1la reaccidn
(SINNHUBER y YU, 1977).
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Fig.3.-Mecanismo de reaccidn del Acido 2-tiobarbitdrico
con el adehido maldnico.

P

OH g " HO
HS< \ * S - CH—CH—CH - -SH
N=—= ey \ /
OH .

AC . 2=TIOBARBITURICO ALDEHIDO COMPLEJDO ANARANJADO
MALONICO

Se debe tener en cuenta, sin embargo, que en el caso de
peces marinos que contienen OTMA, se origina formaldehldo
(por desmetilacidén del OTMA) que reacciona también con el
adcido 2-tiobarbitdrico aumentando de este modo el valor
obtenido en la determinacidon de este Indice (ALMANDROS y
col., 1988).

3.3.4 - DETERMINACION DEL INDICE DE PEROXIDOS

Es también una medida de la rancidez de las grasas. Sera
también pues, como la determinacidn del dcido
2-tiobarbitdrico un indice ©para determinar la calidad en
pescados grasos (EGAN, 1887).

Existe un norma U.N.E. para esta determinacidn (U.N.E.
55022). En ella se define el indice de perdxidos como :

"...los miliequivalentes de oxligeno activo contenidos en
un kilogramo de materia ensayada, calculados a partior del
yodo liberado del yoduro potdsico, operando en las
condiciones que se indican en la metddica'.

Para la determinacidén del Indice de Perdxidos es
necesario la extraccidn previa de la grasa del pescado por
disolucidn con cloroformo. Al extracto clorofdrmico obtenido
se le adiciona A&cido acético glacial y solucidn de yoduro
potasico. El yodo liberado por la accidn oxidativa de los
perdxidos se valora posteriormente con solucidn de
tiosulfato de normalidad conocida.
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3.4 - LEGISLACION ESPANOLA EN RELACION CON LA FRESCURA DEL
PESCADO. :

El Cddigo Alimentario Espafiol designa bajo la
denominacidn genérica de "pescados” a los animales
vertebrados comestibles, marinos o de agua dulce (peces,
maniferos, cetdceos y anfibios) frescos o conservados por
los distintos procedimientos autorizados. Los mariscos
(crustdceos y moluscos) se contemplan en un capitulo
distinto en el Cddigo pero todos estidn regulados por la
misma Reglamentacién Técnico Sanitaria aprobada por el REAL
DECRETO 1521 de 1 de agosto de 1984.

En cuanto a las especificaciones para controlar la
calidad de este tipo de productos se debe distinguir entre
productos frescos y elaborados. Los primeros son aquellos
que "...no han sido sometidos desde su captura a ningin
proceso de conservacidén (no se considera proceso de
conservacidén el desangrado, descabezado, eviscerado ni la
adicidén preventiva de hielo, con o sin sal, o al
mantenimiento o refrigeracidn)". Los productos elaborados se
definen en el Articulo tercero del citado Real Decreto, ¥y
pueden ser:

- congelados

- verdes, salpresados o salados
- en salazdn '

- desecados

— ahumados

— seco-salados

- semiconservas

- conservas

- despiezados

- troceados

- picados

- en pasta

— deshidratados y liofilizados
- embutidos de productos de la pesca
— prensados

En el Articulo 23 de la Reglamentacidn Técnico Sanitaria
de los establecimientos Yy productos de la pesca y
acuicultura con destino al consumo humano, se clasifican los
pescados, crustdceos y moluscos, en cinco calidades en
funcidn de su examen organoléptico: extra, A, B, C y D.
Estas calidades estan citadas en orden decreciente. Las dos
pimeras son aptas para todo uso; la clase B no puede
emplearse para congelar y sdlo serd apta para el consumo
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local (cuando reuna unas determinadas caracteristicas); la
clase C sdlo es apta para el consumo animal y/0 consumos
agricolas; y la clase D no es apta para el consumo.

Con la excepcidn de esta inspeccidn organoléptica que se
acaba de citar no se indica en la legislacidn espafiola
vigente, ningin oto pardmetro filsico y/o quimico indicativo
de la calidad del pescado fresco y de sus productos
derivados.

En el REAL DECRETO 1521/1977 (derogado por el 1521/1984)
se citaban como especificaciones biogquimicas para ecvaluar
la calidad del pescado congelado las bases volAtiles
totales, la trimetilamina y el 1indice de perdxidos con unos
limites que quedan recogidos en la tabla 4.

Tabla 4.-Especificaciones bioquimicas de pescados
congelados(Real Decreto 1521/1977).

CALIDAD CALIDAD CALIDAD
EXCELENTE ACEPTABLE MALA

BASES VOLATILES TOTALES (BYVT)

EXPRESADAS EN mg-N POR 100g 25 =5—90 -
(METODO DE LUCKE Y GEIDEL, 6 MO-—

DIFICADO POR ANTONACOPOULOS.

TRIMETILAMINA (TMA) EXPRESADA
EN mg-s/N PARA 100g (METODO DE = s—11 11
DYER) .

————— ——— —— — 1 T T —— -— — — o s . . T — T ————— — ———

INDICE DE PEROXIDOS (IP) (ME—

TOoDOo DE WHELER, MODIFICADO = 33— 10 10
POR HADORN)

L — — s e e e . i o s o . e i o e

En la reglamentacidn vigente aparte de especificaciones
caracteristicas para detrminados grupos de productos (minimo
del 12% de cloruro sbdico para productos en salazdn,
hermeticidad de envases en conservas Yy sSemiconservas o
controles de esterilidad en conservas), solamente se dispone
en el Articulo 28 del Real Decreto 1521/88 que: " los
productos terminados no contendrdn microorganismos ni
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pardsitos patdgenos ni sustancias producidas por ellos, en
concentraciones que constituyan un peligro para la salud,
asi como sustancias tdxicas que puedan sSuponer un riesgo
para el consumidor.

Evidentemente, estd disposicidn es muy ambigua, ya que
por ejemplo, y concretamente en relacidn con las aminas
bidgenas, cabria pensar en la posibildad de que las mismas
quedaran comprendidas en este frupo de sustancias,
producidas por microorganismos que pueden ejercer efectos
tdxicos en los consumidores, sSi bien en 1la actualidad
todavia no es posible, en base a los trabajos existentes al
respecto, considerar una cifra limite por encima de la cual
se manifiestan muchos efectos téxicos.
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4.- AMINAS BIOGENAS EN PESCADOS

4.1.- ORIGEN Y FORMACION

Mayoritariamente se acepta que las aminas bidgenas
contenidas en los pescados y muchos alimentos proceden de la
descarboxzilacidn de sus aminoadacidos precursores. En general
se considera que para la formacidn de aminas y de alimentos
es necesario que concurran los siguientes factores ( RICE y
KOEHLER, 18763 RICE y col, 19786):

1.- Disponibilidad de aminodcidos libres.

2.- Presencia de microorganismos, con capacidad para
descarboxilar estos aminodcidos.

3.- Condiciones favorables para el crecimiento de
microorganismos y para el desarrollo por parte de estos de
la actividad descarboxildsica.

Ademds, algunos autores, han mencionado la posibilidad
de que también puedan formarse aminas bidgenas por otros
mecanismos. PECHANEK y col (1980) sefalan que pueden
proceder de reacciones de aminacidn de aldehidos y cetonas,
y HENRY (1860) indica que concretamente la histamina puede
ser sintetizada por microorgansimos a partir de compuestos
mds simples, como la urea. - -

4.1.1 - DISPONIBILIDAD DE AMINOACIDOS PRECURSORES LIBRES

La <cantidad de aminodcidos precursores libres en el
tejido muscular es un factor importante en la formacidn de
aminas bidgenas. Esta cantidad de aminodcidos dependerd de
la composicidén de las proteinas del pescado, que tras una
poteolisis debida a enzimas enddégenos o de Dbacterias
contaminantes, liberardn los aminodcidos que posteriormente
podran ser descarboxilados originando estas aminas.

En el tejido muscular de 1los pescados de la familia
Escombridae se encuentran cantidades relativamente elevadas
de aminodcidos bdsicos, y entre ellos 1la histidina, siendo
también estos pescados los que mads frecuentemente se han
relacionado con contenidos altos de histamina.
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No obstante, existen estudios ontradictorios sobre la
relacidn: contenido de histidina y formacidn de histamina.
Mackie Y Ritchit (1974) no encontraron proporcionalidad
entre la concentracidn de histamina formada y la disminucidn
del contenido de histidina (FERNANDEZ y HACKIE, 1979). Sin
embargo, RICE y col (1978) consioderaron gque el enzima
histidin—-decarboxilasa en inducible y por tanto niveles
elevados de histidina proporcionardn wuna mayor actividad
descarboxildsicas; FOO (1977) sefiald que la concentracidn de
histidina en ciertos alimentos podria proporcionar
informacidn sobre su capacidad de generar histamina.

La falta de correlacidn entre estos dos pardmetros
podria explicarse, en parte, por varias causas:

a) metabolismo de la histidina: en condiciones
fisioldgicas este aminodcido, en el mlsculo de pescado es
metabolizado por desaminacidn originando dcido wurocdnico;

sdlo en determinadas ocasiones (contaminacidn bacteria-
na...) adquiere importancia una segunda via de
metabolizacidn s la descarboxilativa que originara la

histamina (MACKIE y FERNANDEZ, 1977).

b) ExXistencia de microorganismos histaminoliticos: JANZ
(1885a, 1985b) observd que 22 cepas de Pseudomonas
aeruginosa tenian capacidad para degradar la histamina,
comprobando que a concentraciones altas de azdcar y/o de
cloruro sddico, a temperaturas de alrededor de 30 grados y
en medio alcalino este proceso de degradacidén se aceleraba.

c) Inhibicidn del enzima histidin-descarboxilasa: segin
OMURA y col (1878) este enzima puede inhibirse en presencia
de cantidades elevadas de histamina.

4.1.2.-FORMACION DE AMINAS BIOGENAS POR ACTIVIDAD
BACTERIANA

En 1944 Geiger y col. ya sefialaron que la produccidn de
histamina era atribuible a la actividad Dbacteriana.
Comprobaron que no se producian cantidades significativas de
esta amina cuando se realizaban incubaciones de extractos de
pescado en presencia de inhibidores de la actividad
bacteriana (tolueno, cloroformo...), mientras que en su
ausencia, aparecian cantidades importantes de histamina,
manteniendo todas las demds condiciones experimentales
constantes (BALDRATI y col., 1980).
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La actuacidn de 1los microorganismos sobre el tejido
muscular del pescado incluye también procesos previos de
proteolisis, que dejan aminodcidos libres, los cuales podrian
ser descarboxilados y convertidos en aminas bidgenas.

Salvo en derivados que requieran para Ssu obtencidn
procesos fermentativos (por ejemplo en las anchoas), la
presencia de aminas bidgenas en pescados debe considerarse
como "no deseada". Aunque el midsculo de pescado es estéril
cuando el pescado estd vivo, tras la captura, pueden
encontrarse bacterias histamino-productoras en la piel, las
agallas y los intestinos. Asi TAYLOR y SPECKHARD (13983)
citan que si hay almacenamientos prolongados a temperaturas
inadecuadas puede haber una invasidén de estos gérmenes al
tejido muscular.

Las propias caracteristicas de composicidn y estructura
del midsculo de estos animales también son responsables de la
rapida proliferacidén bacteriana (puesto que en ellos se
intaura un "rigor mortis" que no cursa con acidificacidn del
medio, y por ello no se retrasa el crecimiento bacteriano,
como sucede con otros animales).

La higiene es probablemente el factor mds importante que
condiciona la formacidn de aminas bidgenas en pescados,
puesto que la flora microbiana normal de estos animales

(Pseudomonas, Acromobacter, Flavobacterium , Vibrio v
Bacillus) no parece tener gran capacidad aminodcido
descarboxilasica (TAYLOR, 1985), mientras que los
microorganismos mds relacionados con esta actividad

aparecen en el pescado como consecuecnia de contaminaciones
externas. Entre ellos se citan: Enterobacterias (KAROLUS y
col 1885), Clostridium y Lactobacillus (TAYLOR y col., 1979;
TAYLOR, 1985).

Los estudios de HEVERKA en 1987, demostraron que un
71.74% de las enterobacterias aisladas del pescado tenian
capacidad para producir histamina (EITENMILLER y SOUZA,
1984). Concretamente dentro de esta familia se han sefialado
las especies: Proteus morganii, Klebsiella pneumoniae,
Hafnia alvei (TAYLOR y col, 1878; TAYLOR, 1885).

Aungque existen numerosos trabajos realizados sobre la
actividad aminodcido descarboxilasa de la flora bacteriana
del pescado (FRANCK y YOSHINAGA, 198435 YOSHINAGA y FRANCK,
1982; CATTANEQO y col., 1984), se trata en su mayoria de tipo
cualitativo y van encaminadas a conocer si un determinado
tipo de microorganismos posee esta capacidad o no.

En este sentido Baranowski (PAN y JAMES, 1985),
comenta algunos métodos para medir la actividad aminodcido
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descarboxildsica haciendo hincapié en la importancia de la
misma, ya que existe un amplio margen de variabilidad en
cuanto a la actividad descarboxildsica en bacterias aisladas
del atdn (YOSHINAGA y FRANCK, 1982). EITENMILLER y «col.
(1881) estudian asimismo la producciodn de
histidin—-decarboxilasa e histamina por parte de Proteus
morganii y concluyen que la madxima actividad se presenta a
37 grados Centigrados y a un pH de 6.5, aungque esta
actividad disminuye con la "edad" del cultivo.

BEHLING y TAYLOR (1982) sefialan dos grupos de bacterias
productoras de histamina en funcidn de su distinta capacidad
al respecto:

a) bacterias formadoras de grandes cantidades de
histamina ( >100 mg/100ml ), en un medio de cultivo adecuado
y durante un periodo de incubacidn de menos de 24 horas, a
temperaturas superiores a 15 grados Centigrados. Se incluyen
en este grupo: Proteus morganii, Klebsiella pneumoniae y
Enterobacter aerogenes.

b) bacterias formadoras de menores cantidades de
histamina ( <25 mg/100 ml ), en el mismo medio de cultivo
pero tras una incubacidn de 48 horas o mds y a una
temperatura de 30 grados centigrados. Entre estas se pueden
citar: Hafnia alvei, Citrobacter feundi, ERscherichia coli.

4.1.3 - OTROS FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FORMACION DE
AMINAS

Ademds de la presencia de los aminocdcidos precursores y
de los microorganismos resposables de la descarboxilacidn en
la formacidn de aminas también influye la presencia de
diversos factores que favoreceran o no el crecimiento de
estos microorganismos y el desarrollo por parte de ellos de
la actividad aminodcido-descarboxildsica. Se trata de
caracteres fisico—-quimicos relacionados con las condiciones
del entorno en que se desarrollaran las bacterias. Entre
estos parametros cabe sefialar como importantes: la actividad
del agua, el pH y la temperatura.

La actividad del agua estd directamente relacionada
con el crecimiento de  microorganismos. Como ya se ha
sefialado en el apartado 2, 1la actividad del agua en el
pescado fresco es elevada y ello favorece el crecimiento
bacteriano. De hecho muchos métodos empleados para conservar
el pescado se basan (ademds de en otros factores) en una
disminucidn de esta actividad (BANWART, 1982).
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El pH del medio influye en el crecimiento de los
microorganismos ¥y en la efectividad de Sus sistemas
enzimdticos. A su vez, la presencia de metabolitos,
consecuencia de la actividad bacteriana, puede igualmente
variar el pH del medio.

El pH de 1la carne de pescado es relativamente elevado,
mads alto que el de la carne de los mamiferos, debido a que
su alto contenido en glucosa y glucdgeno, limita la
glucolisis anaerdbica que se produce tras la muerte del
animal, Yy que es la responsable del descenso del pH por
acumulacidn de acido lactico.

El tejido muscular de los escdmbridos se ha sefialado que
posee un PpH entre 6 y 6.5 uinidades. Los microorganismos
proteoliticos =se desarrollan bien en estos pH, lo cual
favorece la aparicidén de aminodcidos libres, precursores de
aminas, como ya se ha senalado. A medida que el pescado se
deteriora, el PH aumenta debido a la formacidn de
metabolitos basicos (TMA, DMA...) (LUDORFF y MEYER, 19879).

El pH optimo para la formacidn de histamina, segin
BARANOWSKI y col. (1884), se encuentra entre 5.1y 6.5.
Para el desarrollo de la actividad enzimdtica en Clostridium
perfringens el pH optimo es de 2.5 a 3.2 y para Klebsiella
pneumoniae es un pH de 4. Aunque a pH 6 sigue manteniendo en
70% de su actividad descarboxildsica.

EITENMILLER y col, 1981 estudian la produccidn del
enzima histidin-decarboxilasa y de histamina por parte de
Proteus morganii y su relacidn con el pH del  medio,
senalando que la maxima producccidn del enzima se situa a pH
préximos a 5, =sin embargo, a este pH el crecimiento
bacterriano estd muy inhibido. Koessler y col. en 1928
sugieren que ello es debido a una tedrica accidn protectora.
Ienestea (1971) encuentra quel pH 6ptimo para la formacidn
de histidin-decarboxilasa estd entre 5 y 5.5 en la mayoria
de las bacterias descarboxildsicas. Mientras que el pH de
8.5 es el optimo para el crecimiento de estos
microorganismos, a este mismo PH la actividad
histidin-descarboxildsica es minima.

En cuanto a los valores mas favorables de pH para que
el enzima histidin descarboxildsica tenga una actividad
mdxima se ha sefialado un valor de 6.5 unidades. Esta
actividad desciende rdpidamente a ambos lados del madximo. A
PH 5 es minimo, aunque sea el pH dptimo para la sintesis del
enzima. A pH por encima de 7 la actividad
histidin-descarboxildsica también desciende puesto que la
afinidad de 1la histidina por el centro activo del enzima
disminuye (EITENMILLER y col, 1981).
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El efecto de 1la temperatura en la produccidn de aminas
bidgenas, concretamente en la histamina ha sido ampliamente
estudiado. HARDY y SMITH (1976) demostraron que los pescados
mantenidos a temperatura ambiente formaban mucho mds
rapidamente histamina que los conservados en hielo (YOSHIDA
y NAKAMURA, 1982) comprobaron a partir de pescado fresco,
en el que no =e detectd histamina,que =i permanecila a
temperatura ambiente, al cabo de 24 horas se hablan formado
28.4 ppm de histamina, y al cabo de 48 horas, se alcanzaban
las 1450 ppm de esta amina.

YAMANAKA y col (1984a) comprobaron que con un
almacenamiento a 20 grados Centigrados se forman cantidades
importantes e histamina, sobretodo en los pescados de carne
oscura. Sin embargo, estos mismos autores comrueban que
aungque 20 grados es la temperatura dptima de formacidn de
histamina en estos pescados, tanto en el misculo claro como
en el oscuro, los niveles mnadximos de histamina, se alcanzan
siempre en el primero (contrariamente a lo que a priori
cabria espera) (YAMANAKA y col , 1584b).

La temperatura es un factor muy importante en la
formacidn de aminas enddgenas puesto que a su vez influye en
varios factores relacionados con ésta:

a) puede producir modificaciones en el sustrato, carne
de pescado, que favorecerdn la posterior colonizacidn
bacteriana.

b) influye en el crecimiento bacteriano

c) es un factor importante en la induccidén de la

actividad aminodcido descarboxildsica y en la actividad
enzimdtica en general.

a)Modificaciones en el sustrato

La temperatura puede modificar el sustrato haciéndolo
mds propenso al desarrollo microbiano. A temperaturras bajas
la colonizacidn bacteriana es sdlo un proceso de superficie.
Alrededor de los 10 grados C, se han observado cambios
importantes en el tejido, que conllevan a que la proteolisis
pueda afectar ya al tejido conectivo, poco abundante ya de
por si en los pescados, permitiendo la penetracidn de los
microorganismos hacia el interior del tejido muscular. La
temperatura es un factor . importante en estas circunstancias
yYa que favoreciendo el ' desarrollo de esta actividad
enzimdtica se favorece también la posterior formacidn de
aminas bidgenas (Olley y col., 1978 en PAN y JAMES, 1985).
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b)Crecimiento bacteriano

Ratkowsky y col., en 1982 (PAN vy JAMES, 1985)
describieron una ecuacidén lineal que relacionaba la tasa de
crecimiento bacterianc con la temperatura. La ecuacidn fue
posteriormente modificada Yy permitid hacer estudios con
bacterias productoras de histamina, relacionando mediante
tablas la temperatura con la tasa de crecimiento bacteriano.
De este modo puede tenerse informacidn de 1la temperatura a
la que existe mayor desarrollo bacteriano y por tanto una
mayor actividad potencial, aminodcido-descarboxilasica, para
un determinado tipo de microorganismos. Se hace referencia a
actividad potencial puesto que la temperatura dptima de
crecimiento de un microorganisc no tienen porque coincidir
con la de su mdxima produccidén de aminas bidgenas.

c) Actividad amincdcido-descarboxildsica.

La temperatura tiene en este punto un doble papel,
puesto que aunque al elevarse aumenta la velocidad de las
reacciones enzimaticas, si es muy elevada puede llevar a la
desnaturalizacidn del enzima lo que harla disminuir o cesar
la actividad y por tanto la produccidn de aminas.

Respecto a la termolabilidad, parece ser que los enzimas
bacterianos productores de histamina son bastante sensibles
a temperaturas por encima de la temperatura ambiente (Olley
y Baranowski en PAN y JAMES, 1885). As1 1la actividad
histidin-descarboxilasa desarollada por Proteus morganii es
a 37 grados sdlo aproximadamente un 25% de la actividad
mostrada por este mismo enzima a 24 grados (EITENMILLER vy
col, 18981). En este sentido, también Epps en 1845 senald
que el enzima aisaldo de C. perfringens perdia un 25% de su
actividad al cabo de 5 min., después de mantenerlo a 38
grados. Kawabata y Suzuki en 1859 senalaron también para
Proteus morganii que manteniendo a 34 grados durante 24
horas sdlo se conservaba un 5% de su actividad (PAN y JAMES,
1985).

Asi pues, aunque en general al elevarse la temperatura
se favorezca el desarrollo de la flora bacteriana y su
actividad enzimdtica, éste Ultimo puede disminuirse por
desnaturalizacidn del enzima. Para tener unas condiciones de
produccién maxmas de histamina serd necesario que se
establezca una temperatura de compromiso entre estos
pardmetros (EITENMILLER y col, 1881).

Los estudios desarrollados para determinar la
temperatura ¢ptima de formacidn de histamina para los
diversos microorganismo .con actividad

histidin-decarboxildsica, muestran discrepancias en los
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resultados. Debido probablemente a la utilizacidn de cepas
distintas o bien a los distintos tiempos de reaccidn
utilizados en los diferentes ensayos. La duracidén de estos
ensayos es un parametro critico al realizar los estudios y
temperatura oéptima. Segin Olley y Bartanowski (PAN y JAHES,
1985) puesto que estos ensayos se basan en estudios de la
cantidad de producto presente, después de un tiempo
determinado de reaccidn, la temperatura dptima en la que se
observa una mayor cantidad de producto, sera sdlo valida
para ese sistema. En lo que =51 parecen estar de acuerdo los
diversos autores, es que a O grados C., no hay formacidn de
histamina o al menos estd muy disminuida (EDMUNDS y
EITENMILLER, 18783 FERNANDEZ y MACKIE, 18793 TAYLOR,
1985).

En cuanto a 1los distintos tipos de microorganismos Yy
sus tenmperaturas déptimas de formacidn de histamina, podemos
citar que:

- a temperaturas bajas, determinados microorganimso
meséfilos pueden desarrollar parte de su actividad
enzimdtica. Estudios realizados con bacterias

histaminogénicas demuestran que si éstas han podido
proliferar antes de estar sometidas al almacenamiento en
frio, una vez a esta temperatura, pueden formar histamina.
Concretamente Baranowski y col. en 1884 (PAN y JAMES, 1985)
observaron que a 2 grados centigrados Klebsiella pneumoniae

no crecia, pero permanecid viable y produjo pequenas
cantidades de histamina. Resultados =similares observaron
Yoshinaga y Franck (PAN y JAMES, 1985) a 4 grados
centigrados en K. pneumoniae y C.perfringens, aunque para
P. morganii no se pudo demostrar. Estas bacterias hablan
crecido previamente en una muestra de atdn a 37 grados
centigrados, que luego se mantuvo a 4 grados centigrados.

- los microorganismo mesdfilos tienen mayor actividad
descarboxilasica que los psicrdfilos (FRANK y col., 1985),
sin olvidar a Citrobacter freundii, que es psicrdéfilo y
haldéfilo y ha sido relacionado con la produccidn de
importantes cantidades de histamina por estos mismos
autores.

En definitiva parece claro que si quiere evitarse la
formacidén de histamina en pescados debe controlarse la
temperatura a la que se mantiene tras su captura, puesto que
la conservacidn en atmdésfera de anhfidrido carbdnico tampoco
impide la formacién de . aminas bidgenas (WATTS y BROWN,
1882). En presencia de antibidticos como tetraciclinas vy
penicilinas se ha comprobado que hay una menor formacidn de
histamina (FRANK y col, 1981), pero este procedimiento es
inadmisible.
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4.2 - CONTENIDOS

Las cifras de contenidos de histamina y tiramina en
pescado y derivados son muy variables, puesto que son muchos
los factores que influyen en su formacidn. Ademds del tipo
de pescado también dependen en gran parte de las condiciones
y de la época de la captura, asl como el =sistema de
procesado (si lo hay) y de su posterior conservacidn.

En cuanto al tipo de pescados, en los Escdmbridos es
donde se encuentran con mayor frecuencia contenidos altos de
estas aminas. Ello es debido a que en su tejido muscular
contienen cantidades importantes de amino&cidos bdsicos, ¥y
entre ellos de histidina, aminodcido precursor de la
histamina (tal como ya se ha sefialado anteriormnte). Pero
también en otras especies, Dno pertenecientes a esta familia
(sardinas, anchoas, arenques...) sSe observan contenidos
altos de estas aminas.

La histamina y sus condiciones de formacidn han sido
extensamente estudiadas, por su relacidn con intoxicaciones
producidas tras el consumo de los pescados antes citados,
con contnidos elevados de la misma y por ello denominadas
"intoxicaciones histaminicas" (TAYLOR, 1983).

En general, los contenidos mads altos de histamina se
encuentran en pescados azules (sardina, anchoa, caballa...)
donde existe wuna gran cantidad de histidina libre. En
pescado blanco se ha encontrado histidina sélo en niveles
muy bajos Yy al parecer no se forma histamina durante su
descomposicidén (PAN y JAMES, 1985).

También se debe sefialar que las concentraciones de
aminas varian incluso dentro de una misma pieza. Asl, se ha
comprobado que las concentraciones de histamina son nas
altas en las zonas cercanas al intestino. Por otra parte,
también es mayor el contenido de esta amina en la superficie
del pescado, siendo casi nula en el interior cuando los
miccroorganismos responsables de su formacidn son
psicrdfilos anaerdbicos, incapaces de desarrollarse en este
ambiente internoc. & medida que aumenta la temperatura de
conservacidén del pescado y si la flora contaminante es
meséfila, la colonizacidn bacteriana va penetrando hacia el
interior y se obsevard un aumento en la concentracidn de
histamina. Asl C. perfringens, por ejemplo es anaerobio y se
ha relacionado con la degradacidn del atdn, encontrdndose
niveles mas altos de histamina cerca del intestino (YOSHINGA
y FRANK, 1882).
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Concentraciones muy elevadas de estas aminas son
atribuidas a procesos de deterioro del pescado. En el
pescado "recién capturado" la presencia de aminas bidgenas
es escasa. En muestras destinadas al consumo de atdn, bonito
de altura, sardina, caballa, bonito y merluza FABER DE
FREITAS ¥y col. (1983) encuentran histamina en unos niveles
del orden de 45 a 128 ppm. Ante estas cifras, cabe destacar
que el pescado analizado no presentaba un grado de frescura
importante ya que si asl fuera 1los contenidos de estas
aminas deberlan ser mencres. No obstante, por el momento no
se ha precisado un limite concreto de histamina, y por ello
la anterior afirmacidn se hace en base a que un pescado
fresco, recién capturado presenta niveles de histamina
despreciables.

Como ya se sefiala en el apartado 4.3 1las aminas
bidgenas por su cardcter no volatil pueden ser adecuadas
para utilizarlas como parametro indicador de calidad en el
caso de productos conservados, sometidos a tratamientos
térmicos durante su procesamiento. Existe una amplia gama de
estudios sobre contenidos de estas aminas en este tipo de
productos, sobre todo de la histamina por el peligro ya
citado de las "intoxicaciones histaminicas".

METZ y' KARMAS (1977), el GRUPO DE TOXICOLOGIA de
MAJADAHONDA (1982), en productos espanoles, y TUAN y TSAI
(19810, en prodcutos de Taiwan, sefialaron que 1los tipos de
atdn, asl como el modo de elaboracidn (agua, aceite,
tomate...) no influyen de modo importante en el contenido de
aminas bidgenas. '

En productos espafioles el GRUPO DE TOXICOLOGIA de
MAJADAHONDA (1982), estudiaron los contenidos de histamina
en conservas de atdin y sardinas encontrando gque eran
relativamnete bajos. En general se observaron niveles mas
altos en atdn gque ensardinas Yy el contenido mds elevado que
de 10, 11 ppm (microg/g) en una muestra de atdn en aceite.
En 1987 FERNANDEZ-SALGUERO y MACKIE estudian el contenido de
aminas bidgenas en conservas de atdn, caballa y sardina
producidas y comercializadas en Espafia y los contenidos de
histamina determinados fueron también bajos, de 0 a 50 ppn.

PAN y col. en 1982 (PAN y JAMNES, 1885) realizaron
andlisis del contenido de histamina en conservas de
escémbridos producidos en Taiwan (la mayorfa de las muestras
eran exportadas a Alemania y E.E.U.U.). De 92 muestras de
atdn, el 6.5% contenian mads de 100 ppm de histmaina
incluyendo wun 1.1% que sobrepasaban las 250 ppmn. De 48
muestras de conservas de caballa, un 16.7% presentaron entre
100 y 250 ppm. Estos resultados parecen poner de manifiesto
una mayor tendencia del atdn a presentar contenidos altos de
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histamina; no obstante, serla necesario dilucidar si esta
tendencia es debida a factores intrinsecos del pescado o a
las diferencias en las manipulaciones a que es sometido.

YAMANAKA y <col (1880) estudiaron 1los contenidos de
histamina en conservas de escombridos procedentes de
mercados del Japdn, obteniendo los siguientes resultados:

— carne de albacora de calidad dptima: 7-13 ppm

= " " " " muy baja calidad: 15-52 ppm.
- atdn: 14-36 ppm

- sardinas: 25-48 ppm

— caballa: 20-40 ppn.

Se observa que estos contenidos son relativamente bajos,
comparandolos con las cifras apuntadas por otros autores.
WADA, TAKADA y KIZUMI (1982) encunetran es sardinas también
japonesas pero sometidas a un proceso de elaboracidn
distinto, contenidos mucho mas altos:

— 366-1440 ppm en sardinas con salvado
- 839-613 ppm en sardina secada y salada

En E.E.U.U., HIETZ y KARMAS (1977) realizaron el
andlisis e 87 conservas de escdmbridos adquiridos en el
mercado. De ellas, 83 estaban consideradas de primera clase
Y su contenido en histamina resultd en 0.28 y 4.02 ppm. Las
cuatro restantes contenlan entre 8.12 y 80.28 ppm de
histamina. Otros estudios realizados también en E.E.U.U.,
mostraron contendios entre 10'y 170 ppm en un total de 34
conservas comercializadas de attn (KIM y BJELDANES, 1979).
En ambos estudios se observd también el incremento de los
niveles de cadaverina Yy otras aminas en el atin
descompuesto.

KOH y PARK (1882) también analizaron los contenidos de
histamina en prodcutos de conserva, Yy hallaron 1los
siguientes resultados:

-22.4 ppm en sardina
- 113.8- 288 ppm en caballa.

En Suecia, tambiés se han realizado estudios de este
tipo. Concretamnte =se analizardn 49 nmuestrta de atun
enlatado procedentes del mercado. En un 14% de 1los caos el
contenido estaba por encima de las 100 ppm, en un 9% excedia
de las 150 ppm (Lonberg y <col., 18980, en PAN y JAHMES,
1985). - .
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En Holanda, Luten (1881) encontrd resultados parecidos,
destacando ademds, 3 conservas de sardinas las cuales
contenian entre 1100 y 2400 ppm de histamina (PAN y JAAMES,
1885).

Como podemos observar después de lo expuesto
anteriormente, es relativamente frecuente encontrar
contenidos altos de histamina en productos elaborados a
partir de escoOmbridos en distintos paises. De hecho, brotes
de intoxicaciones histaminicas han sido desrritos en todo el
mundo (YAYLOR, 1883, TAYLOR, 1$88).

Los estudios sobre los contenidos de tiramina son mucho
menos frecuentes, seguramente debido a que sus efectos
tdxicos, directos se presentan de un modo mucho menos
espectacular que en el caso de los debidos a histamina (se
exceptlan los efectos tdxicos debidos a la interaccidn con
medicamentos IMAO.

En conservas de escdmbridos se observa también una
amplia variabilidad para los contenidos de tiramina. Para el
atdn WORTBERG y col, (1981), HUI y TAYLOR (1983) y SCHULZE y
ZIMMERMANN (1980) senalan contenidos que cubren el intervalo
de O a 947 ppm de tiramina. En caballa en conserva WORTBERG
y col (1981) no detectaron esta amina y encontraron hasta 25
PPm en caballa ahumada.

En atin refrigerado RENON y CANTONI (19789) sefnalan
contenidos desde 0.6 a 205.7 ppm de tiramina. Estos mismos
autores encontraron niveles muy elevados de esta amina si el
atin estaba en malas condiciones concretamente de 285.8
hasta 8975.3 ppm.

COGUL-ARDEVOL (1988) encuentra en un estudio de mercado
de productos espafiocles en conserva que de un total de 62
muestras de atdn, sardinas y caballa ninguna supera las 10
ppm de tiramina mientras que los contenidos de esta amina es
semiconsevas de anchoas son claramente superiores (10 a 70
ppn). En otros productos: pescados blancos, crustaceos
moluscos, los niveles de tiramina y de otras aminas bidgenas
encontrados no son muy elevados, aunque de modo esporadico
se encuentren a veces concentraciones altas. Sin embargo,
el ndmero de datos es relativamente bajo y se debe tener en
cuenta que la variabilidad dentro de una misma especie puede
ser consecuencia del nétodo de acondicionamiento
(SANTOS-BUELGA, 1S884).
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4.3~ INTERES TECNOLOGICO DE LAS AMINAS BIOGENAS

Las aminas bidgenas son compuestos gque Se originan por
la accién enzimdtica aminodcido—-descarboxildsica presente
en ciertas bacterias. A diferencia de lo que ocurre en otros
alimentos (vinos, quesos, embutidos, choucroute...) en los
que la formacidn de aminas puede tener su origen en los
procesos microbioldgicas empleados durante su elaboracidn
(fermentacidn). Las aminas bidgenas presentes en pescados
son consecuencia de actividades microbianas relacionadas con
el deterioroc (se exceptdan aquellos derivados que requieren
un proceso de maduracidn para su obtencidn, tal y como
ocurre con las anchoas).

BAUGMART y col (1979) comprobaron que en fases avanzadas
de la descomposicidén de ensaladas de carne y arenque se
alcanzaba una "estabilidad microbioldgica" debida a gue los
microorganismos no podlan vivir en el medio dcido que se
generaba. Por ello, consideraron que serla adecuado estudiar
la durabilidad de estos productos, en base a metabolitos
estables formados por dichos microorganismos; entre estos
metabolitos estables se encontrarian las aminas bidgenas.
Aunque la teorila resulta interesante los autores sefialan la
dificultad que supone la ausencia de la actividad
aminodcido-descarboxilasica en muchos microorganismos. Este
es uno de los varios estudios realizados para intentar
evaluar la validez de las aminas bidgenas como indicadores
del grado de frescura de nuchos alimentos; sin embargo la
mayoria de los trabajos se han dedicado a los pescados , ya
que aunque existen numerosos parametros para conocer su
frescura, ninguno de ellos parece ser capaz de unificar los
distintos criterios hasta ahora aceptados. Asl por ejemplo,
en atdin enlatado, 1la determinacidn del mal estado del

producto se ha realizado cldsicamente mediante la
determinacidn organoléptica de los olores de la
descomposicidén. Resulta evidente que este caracter ha

sufrido variacidnes tras el tratamiento térmico al que se
someten durante el proceso de elaboracidn las conservas de
atdn. Asi1 pues, una determinacidn basada en sustancias
volatiles seria poco Util en este caso, al igual que las
valoracicones organolépticas que requieren ademds personal de
gran experiencia y , en todo caso, estdn sujetas siempre a
valoraciones de tipo subjetivo (MIETZ y KARMAS, 1877;
STARUSZKIEWICZ, 1977; PRIEBE, 1984).

Aunque las aminas bidgenas poseen la doble ventaja de
presentar, en principio una buena correlacidn entre el
aumento sufrido por su contenido y el grado de
descomposicidn del pescado y, de ser ademds no volatiles,
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para aceptarlas como buenos parametros de calidad deberian
conocerse los niveles de estas sustancias en productos de
calidad aceptable. Ademds, seria imprescindible el
conocimiento de la evolucidn de las mismas en los procesos
de descomposicidn bacteriana, que deberia ser constante y
progresiva ¥ no deberila responder a causas aleatorias o
esporddicas (VIDAL CARQU, 1987).

La tiramina, junto con la putrescina, cadaverina vy
triptamina fueron estudiadas por RENON y CANTONI (1979),
observando que aumentaban sus niveles durante el deterioro,
muy por encima de los contenidos en el producto fresco.
También YAMANAKA y <col (1888) observan incrementos en el
contenido de estas aminas a medida que aumenta el estado de
descomposicidn del pescado. En 1987 COGUL-ARDEVOL
observd que se producia un aumento de tiramina paralelo al
grado de descomposicidn, al menos durante, un periodo de
estudio de 2.5 a 3 dias. Por el contrario los trabajos de
SANTOS y col (1986) plantean dudas a la propuesta de que la
tiramina pudiera ser dUtil como pardmetroc de calidad, ya que
observan que tras un aunmento, el contenido de esta amina en
semiconservas de anchoa alcanzaba un mdximo y luego se
observaba un descenso en su concentracidn. La temperatura
sdlo influla en el sentido de retrasar o acelerar este
comportamiento.

También la histamina ha .sido sugerida por numerosos
autores para ser utilizada como parametro de calidad de los
productos pesqueros. WILLIAMS (1954) sefala su relacidn con
el estado de deterioro del pescado y destaca su posible
importancia como indicador, Yya que resiste los procesos
tecnoldégicos en virtud de su gran estabilidad térmica. Otros
autores senalaron también posteriormente la validez de este
parametro de calidad (EDMUNDS y EITENMILLER, 19753
STARUSZKIEWICZ, 1977; MONTES, 1881).

Sin embargo, otros autores plantean dudas sobre la
validez de la histamina como indicador (TOKUNAGA y col
1882), y en este sentido, MIETZ y KARMAWS (18977) son
partidarios de tener en cuenta mads de una amina para definir
un indice de calidad. Consideran que la histamina por =i
sola no es adecuada debido a la variabilidad que ofrece su
concentracidn, circunstancia también observada por YAMANAKA
y col (1888). MIETZ y KARMAS proponen un indice de frescura
basado en la siguiente formula:
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Hm + Cad + Put

Hm: concentracién de histamina
Cad: concentracidn de cadaverina
Put: concentracidén de putrescina
E: concentracidén de espermina
Ed: concentracidn de espermidina

Asi, cuanto mayor es el valor alcanzado por el cociente,
mds avanzado estd el deterioro del producto estudiado. Las
aminas que figuran en el denominador han sido encontradas
en el atin en buenas condiciones y estos mismos autores
comprobaron que su concentracidén no aumentaba al avanzar el
estado de descomposicidn, con lo que su presencia es
por ello un factor que disminuye el valor del Indice antes
propuesto.

JHAVERI y col (1882) plantean también dudas sobre la
aplicabilidad de la histamina como indicadora, basandose en
que sus niveles no empiezan a aumentar hasta el décimo dia
de iniciada la alteracidn. GALLARDO col (1984) sefialan gque
esta amina sdélo es detectable cuando se superan los 6mg/100g
de THA.

A pesar de que no estda definitivamente resuelta la
relacién entre contenidos de histamina y el grado de
descomposicidn, en algunas industrias se utiliza la
determinacidn de esta amina como pardmetro de control de
calidad (LIEBER y TAYLOR, 1978; PAN y JAMES, 1985). De
hecho, han sido retirados del mercado lotes de productos que
contienen niveles excesivamente elevados de histamina
(SCHUTZ y col., 1978).

Por ultimo, cabe sefialar que también se ha sugerido la
determinacién de la cadaverina y la putrescina para actuar
como eventuales indicadores quimicos del deterioro. La base
de esta sugerencia estd en que tanto los microorganismos
mesdfilos como los psicrdfilos, que estan relacionados con
este proceso, tienen mayor afinidad por sus amincadcidos
precursores (lisina y ornitina) que por la histidina (FRANK
y col, 1985). No obstante esta posibilidad =se desestimd ya
desde un principio puesto que el contenido en lisina Yy
ornitina en el midsculo de pescado es relativamente baja
(STARUSZKIEWICZ y BONZ, 19813 FRANK y col., 1985).
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Ademds la putrescina en concreto puede ser utilizada
como fuente de energia ©por algunos microorganismos y la
actividad ornitin-descarboxilasica de los que estan
relacionados con el deterioro del pescado es muy baja. Todo
ello, junto con la circunstancia sefialada anteriormente del
bajo contenido en aminodcido precursor del mdsculo de
pescado, limita la aplicacidén de 1la putrescina como
indicadora del estado de deterioro (STTARUSZKIEWIECZ y BONZ,
1981).

4.4 — INTERES TOXICOLOGICO

Las aminas bidgenas histamina y tiramina presentan
en principio pocos efectos tdxicos por via oral, debido a
gque pueden ser destruldas en el tracto gastrointestinal y en
el higado. Existen sin embargo, circunstancias en las que
esta proteccidn falta, y el metabolismo de estos compuestos
se ve alterado (RANMANTANIS y col, 1884a; CABANIS, 1985). A
continuacidn se especifican algunas de estas
circunstancias:

a) actividad enzimatica disminuida por causas
hereditarias o debido a wuna patologla adquirida. En
concreto, las alteraciones  funcionales de la mucosa

intestinal producen un aumento de la permeabilidad de la
histamina. Respecto a la tiramina, en pacientes con Cirrosis
hepatica se han observado aumentos de esta amina en el
plasma, que pueden relacionarse con la hipertirosinemia y la
menor funcionalidad hepdtica ligadas a esta enfermedad.
Estas condiciones hacen entrar en funcionamiento vias de
metabolizacidn secundaria de la tiramina que originan
octopamina, la cual tiene capacidad de actuar como falso
transmisor dando lugar efectos téxicos (Faraj y col., 1979
en SANTOS-BUELGA, 1984).

b) aporte de aminas bidgenas muy elevado. Este aporte
puede ser exdgeno o enddgeno. En el primer caso la principal
fuente seran las aminas bidgenas contenidas en los
alimentos.

Para la tiramina concretamente EDWARDS y SANDINE (1881)

sefialan que los niveles todéxicos por via oral se pueden
situar entre 10 y 80 mg de esta amina.
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Para 1la histamina sin embargo, en la Dbibliografia se
sefialan cifras muy variables que oscilan desde las SO ppm
que segin Ferencik (1970) puede provocar reacciones tdxicas
en seres humanos hasta las 600 ppm que para KAROLUS vy col
(1985) es la concentracidén =suficiente para producir
intoxicacidén. (VIDAL-CAROU 1987).

El aporte enddgeno estd relacionado con casos en que se
ha instaurado una coleopatla por un consumo exagerado de
féculas, gque originan fermentaciones en el intestino las
cuales conllevan una sintesis de histamina.

c) Administracidn conjunta con medicamentos IHAO
(Inhibidores del enzima monoaminooxidasa) o cuando estas
aminas se ingieren con otras sustancias que potencian su
toxicidad.

Ademds se debe senalar también que Price y Smith en 1881
(RIVAS-GONZALO, 1981) citan que las aminas bidgenas de los
alimentos pueden absorberse, al menos en parte, en la mucosa
oral, eludiendo asli la proteccidn de los sistemas
enzimdticos del higado y del sistema intestinal.

Las aminas bidgenas contenidas en los alimentos en
cantidades relativamente elevadas pueden ser origen de
(VIDAL-CARQU, 1887):

1) Intoxicaciones histaminicas

2) Migrafas de origen alimentario

3) Interacciones alimento-medicamento

4) Efectos croénicos por lesiones en el higado.

4.4 .1 .- INTOXICACIONES HISTAMINICAS

Definicidn:

La "intoxicacidn histaminica" es una intoxicacidn
quimica resultado de la ingestidn de alimentos que
contienen niveles inusualmente altos de esta amina (TAYLOR,
1888). -
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Alimentos implicados:

Esta enfermedad se ha asociado mayoritariamente con la
ingestidn de pescados en malas condiciones pertenecientes a
la familia de los Escdmbridos (atdn, caballa, bonito...) y a
la de 1los Escomberesdcidos (paparda...). Pero a menudo
también se encuentran implicados otros tipos de pescado, en
concreto los de las familias: Pomatomidae, Caryphaenidae,
Carangidae, Cupleidae y Engraulidae (TAYLOR, 1985, 1888).
También se ha senalado la relacidn de otros alimentos con
estas intoxicaciones. Por ejemplo, tras el consumo de
quesos, choucroute y extractos de levadura descrito por
Roeglas y co0l.(1987), Blacwell (1963) y Taylor (1885)
(VIDAL-CARQU, 1887).

Por todo ello es mejor wutilizar el término antes citado
de "intoXicacidn histaminica" ¥y no el utilizado por razones
histéricas de "envenenamiento por Escdmbridos" (TAYLOR,
1988).

Sintomatologla:

Se confunde a menudo con alergias de tipo alimentario.
Ello es comprensible puesto que la histamina "in vivo" es el
mediador primario de los trastornos alérgicos, por ello
estas intoxicaciones se han llamado también "falsas alergias
alimentarias" (CABANIS, 198%5). .

En la tabla 5 se muestran los sintomas mds frecuentes de
este tipo de intoxicacidn.

Tabla 5.Sintomas mds frecuentes de las intoxicaciones
histaminicas. (TAYLOR, 1988).

—— e ————— —— —— e — —————————— ———— —

Gastrointestinal Nauseas, vdmitos, diarrea, Yy
digestidn pesada.

Neurolédgico Dolor de cabeza,palpitaciones,
rubor, prurito,ardor y picor.

Hemodinamico - Hipotensidn

Cutaneo Sarpullido,urticaria, edema e
inflamacidn localizada.




La espectacularidad con que se presentan estas
intoxicaciones no acostumbra a guardar relacidén con su
gravedad (VIDAL-CAROU, 1987).

Epidemiologia:

TAYLOR y col. (1984) y TAYLOR (1885), reunieron gran
nimeroc de datos de la incidencia de las intoxicaciones
histaminicas en los distintos paises del mundo. Entre ellos
destaca Japdn, aunque la aplicacidn de medidas des control ha
hecho que la incidencia disminuyera en los dltimos afios. En
la tabla 6 =se recogen algunos datos que reflejan la
incidencia de estas intoxicaciones.

Tabla 8 Incidencia de las intoxicaciones histaminicas

— i i i e s . i S o

PAIS PERIODO DE TIEMPO BROTES AFECTADOS
CANADA 1975-1981 6 12
DINAMARCA 1876-1982 33 4
E.E.U.U. 1968-1979 104 888
FRANC;A 1980-1883 10 ?
GRAN BRETANA 1976-1882 - 136 439
JAPON 1951-1954 14 1215

1870-1980 ? 4222
NUEVA ZELANDA 1973-1974 4 11

Se han descrito casos también en otros paises pero no se
han reunido datos cuantitativos completos. Aunque existe ya
numerosos estudios epidemioldgicos sobre este tipo de
afecciones, pobablemente - se dan con mayor frecuencia de la
que las cifras declaradas ‘indican. Esto puede ser debido a
dos hechos (DOEGLAS y col, 19687):
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- su corta duracidén hace que no se les dé importancia

- no se reconocen como tales y se confunden con alergias
alimentarias.

Potenciacidn de efectos:

Aunque se acepte la histamina como agente causal TAYLOR
(1985) observd distinta respuesta en el organismo ante la
administracidén de histamina pura y de la histamina contenida
en determinados alimentos. Ello hace pensar que en
los alimentos puedan existir sustancias que potencien la
actividad téxica de esta amina (RICE y col, 1876; MURRAY y
MURRAY, 1881).

El mecanismo de potenciacidn no se conoce con
seguridad, pero se han sefialado dos hipdtesis:

— inhibicidén de los enzimas intestinales por parte de
sustancias como la tiramina, beta-fenilalanina, triptamina,
cadaverina y putrescina (TAYLOR y LIEBER, 1979).

- competencia por los lugares de unidén de la histamina
con la mucina intestinal,

Por dltimo RAMANTANIS (1984) senala la posibilidad de
que en otras intoxicaciones alimentarias (salmonelosis,
intoxicacidn estafilocdcica...) los sintomas observados no
fueran sdlo debidos a ellas sino que podria ser que las
aminas bidgenas participasen en la sintomatologla ya que
algunos de los microorganismos causantes de estos
trastornos poseen también actividad aminodcido
descarboxilasica.

4.4 .2 .- MIGRARAS DE ORIGEN ALIMENTARIO

(RIVAS-GONZALO, 1981; RIVAS y MARINE, 18835 SANTOS BUELGA,
1984; VIDAL-CAROU, 1987)

Definicidn:
La migrafia, jaqueca o hemicrania, es una enfermedad de
origen nervioso caracterizada por cefalalgia lateral vy

periddica, ascociada generalmente con transtornos
sensoriales y digestivos.
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Alimentos implicados;

La relacidn de algunos alimentos con la aparicidn de
migrafias se conoce ya desde 1la antigliedad; asi por ejemplo,
ya Hipdcrates advertia que la ingestidn de cantidades
elevadas de gqueso podia producir malestar y dolores de
cabeza (RAMANTANIS, 1884a).

SHITH ¥y col. (1970) sefalan un listado de alimentos
relacionados con ataques de migrana , gque se mnuestra en la
tabla 7. En ella tambiénse incluyen los porcentajes
(respectoc al ndmero total de casos) de atribucidn de la
migrafna al consumo del correspondiente . alimento. Ello se
logrd relacionar tras realizar una encuesta a 400
pacientes.

Tabla 7. Alimentos relacionados con 1la aparicidn de
migrafas. (SMITH y col., 1970)

Alimento posible desencadenante | % Atribuciones
Chocolate ' 78
Productos lacteos (queso) ' 48
Frutas (citricos) 30
Bebidas alcohdlicas 25
Hortalizas y verduras (cebollas) 17
Alimentos grasos fritos 18
Carne de cerdo 14
Café y Té 14
Alimentos de origen marino 10




Hanington (18967) sefald que un 30% de las migrafas
podian ser provocadas por la tiramina contenida en los
alimentos (YOUDIM y col, 1871). Sin embargo, aln no =se
conoce bien la relacidn existente entre la tiramina y la
migrafia (BRIGGS y PARGENTER, 1979) y es probable que puedan
intervenir factores genéticos. De hecho, es una enfermedad
-de cardcter hereditario y podria tratarse de un ejemplo mads
de "errores innatos de metabolismo" (SMITH y col, 1870).

También se ha relacionado la migrana con sustancia
distintas de las aminas bidgenas, también contenidas en los
alimentos: cafelna y aditivos alimentarios, como nitrito
sddico, glutamato monosddico y tartracina (RIVAS y HARINE,
1883).

En los estudios que relacionan el consumo de alimentos y
la aparicién de migranas se han obtenido resultados
dispares. Una de las causas que puede justificarlo es la
variabilidad de contenido de aminas en estos alimentos ya
que puede haber diferencias incluso dentro de un mismo tipo
de produtos (BRIGGS y PARGENTER, 1978).

Sintomatologla:

Los sintomas caracteristicos de la migrana vienen
acompanaddos de naldlseas, vomitos, trastornos visuales,
estrefiimiento y depresidn. Ademas es frecuente que existan
antecedentes familiares y que los pacientes presenten un
historial clinico con ataques biliares, mareos en 1los
viajes, eccemas, asma © fiebre del heno. También es
caracteristica la presencia de periodos mds o menos largos
entre los accesos dolorosos (CROOK, 1381: FARRERAS y ROZMAN,
1873). :

Epideniologia:

Los estudios epidemioldgicos demuestran que si Dbien
hasta la pubertad la incidencia de esta enfermedad es la
misma en hombres que en mujeres, después de ésta, la
frecuencia es mayor en mujeres, puesto que un 60% de ellas
sufren ataques migranosos relacionados con el ciclo
menstrual (CROOK, 1881).

En cuanto a las migranas de origen alimentario, segun
Smith y col. (1971), constituyen un amplio subgrupo de las
migrafias que afectan de un 10-15% de la poblacidn mundial
(SANTOS-BUELGA, 1884).
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Mecanismo:

Para explicar la aparicidn de migrafnas en individuos
sensibles se han propuesto varias hipdtesis. Una de ellas
postula que se trata de un defecto en la metabolizacidn de
la tiramina, ya que en estos individuos se ha observado una
eliminacién menor de esta amina (SANDLER y col., 19743
CROOK, 1981).

La disminucidn del metabolismo de la tiramina podria
explicarse por la inhibicidn de dos actividades
enzimdticas:

a) disminucidn de la actividad MAO. YOUDIM y col (1871)
observan disminucidén de la actividad MAO-plaquetaria durante
el ataque migrafioso y Marley (1977) comprueba que existe
menor actividad de la MAO intestinal en pacientes propensos
a migrafas.

b) deficit del enzima responsable de la conjugacidn de
la tiramina con sulfatos, en personas que sufren
frecuentemente migranas de origen alimentario (YOUDIM y col
19713 TRETHEWIE y KHALED, 1872).

Este déficit probablemente obedece a causas genéticas.
Se traduce en la dificultad de metabolizar la tiramina, gque
en condicines normales, =serila eliminada en un 15% en forma
de tiramina orto—-sulfato.

La migrana se produce sSeguramente a +través de un
mecanismo en el que influyen varios factores:

1) la tiramina puede liberar noradrenalina que originard
una vasoconstriccidn de los vasos extracelulares y una
constriccidn focal de los vasos cerebrales. Al agotarse la
noradrenalina se produce un efecto rebote de vasodilatacidn
cerebral que da lugar a la migrafa (FORSYTHE y REDHMON,
1874).

2) La tiramina puede desplazar a la serotonina (S5-HT) de
su lugar de almacenamiento plaquetario y la serotonina
liberada puede ser responsable de los efectos vasculares que
conducen a la aparicidn de la migrafia. La tiramina, puede
metabolizarse formando octopamina que también produce
liberacidn de serotonina plagquetar (CROOK, 1881).

3) La tiramina puede también provocar liberacidén de
prostaglandinas plagquetarias que igualmente pueden ser
responsables de los citados efectos vasculares (SANDLER,
1972). :

56



4) Adenmds, la Tiramina presenta una accion
vasoconstrictora directa que puede ser responsable de la
vasoconstriccidn inicial de la migrana.

Por dltimo, cabe indicar que, ademds de la tiramina,
otras aminas pueden estar implicadas en la aparicidn de
migranas: beta-feniletilamina (GONSALVES y STEWART, 1877);
S-hidroxitriptamina o serotonina (SMITH y col., 1870) e
histamina responsable de la "migrafia histamlnica de Horton"
(FARRERAS y ROZMAN, 1878).

4.4 .3-INTERACCIONES DE LAS AMINAS BIOGENAS CONTENIDAS EN LOS
ALIMENTOS CON MEDICAMENTOS IMAO.

(MARINE, 13978; RIVAS-GONZALO, 18813 SANTOS BUELGA, 13984;
MARINE y VIDAL, 1984; MARINE y col,. 188635 VIDAL-CAROU,
1887).

Fundamento:

Los medicamentos inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa (IMAO) son un conjunto de sustancias
heterogéneas capaces de bloquear la actividad de este
sistema enzimadtico, cuya misién es convertir los compuestos
monoaminicos en aldehidos. Con la presencia de estos
inhibidores queda blogqueada la desaminacidn oxidativa de las
aminas, tanto de origen enddgeno como de las de aporte
exdgeno.

La MAO estA compuestas por dos isoenzimas: MAO-A, que
metaboliza prinipalméente la serotonina y la MAO-B que tiene
mayor afinidad por la feniletilamina. La tiramina y la
noradrenalina pueden ser metabolizadas por cualquiera de los
dos isoenzimas (CROOK, 13881).

La MAO nmetaboliza las aminas exdgenas en el tracto
gastrointestinal y en el higado. En condiciones normales
éste supone una barrera frente a estas aminas, pero cuando
se inhibe la actuacidn de este enzima, el paso de aminas de
aporte exdgeno puede dar lugar a efectos tdxicos, puesto que
las concentrciones que se alcanzan son, en ocasiones lo
suficientemente elevadas como para provocar la liberacidn de
noradrenalina por parte de las neuronas.

El mecanismo de accidn de los farmacos IMAO implica el
bloqueo enzimatico del =sistema MAO que conlleva una
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acumulacidn de aminas, debido a que no se pueden metabolizar
normalmente, y ello da lugar a efectos de intensidad
variable. Los medicamentos IHAO son inhibidores
inespecificos que actdan tanto sobre el isoenzima A como
sobre el B (SANTOS-BUELGA, 1984).

Efectos:

Los efectos de esta interaccidn son debidos
pPrincipalmente a las aminas simpatiomiméticas de acciédn
indirecta (anfetamina y tiramina), puesto que las de accién
directa (adrenalina Yy noradrenalina) pueden ser también
metabolizadas por el enzima catecol-orto-metil-transferasa
(COMT) (GOODHMAN y GILHMAN, 1988).

Los efectos de esta interacciodn inicialmente se
agruparon bajo la denominacién “sindrome del queso"
(aludiendo al alimento que con mayor frecuencia los
desencadenaba). Este sindrome puede implicar la aparicidn de
crisis, a veces muy graves Yy capaces de originar hemorragia
intracraneal y nmuerte del paciente. También aunque mucho
menos graves pueden . presentarse cefaleas e hipertermias
(SANCHEZ y PLANAS, 1885).

Al principio puede aparecer dolor de cabeza,
palpitaciones (con bradi o taquicardiia), nadseas, vdmitos,
fiebre, sudoracién, dolor en el pecho, pupilas dilatadas,
fotofobia y en casos muy graves coma por hemorragia
subaracnoidea (RIVAS-GONZALO, 1981).

El consumo simultdneo de medicamentos IMAO y alimentos
con contenidos elevados de aminas, no origina siempre la
aparicidn de estos sintomas. Existen diferencias
considerables, entre individuos, e influyen: el sexo, edad,
factores de personalidad, capacidad de metabolizacidn de
xXenobidticos y reservas tisulares de catecolaminas. También
serd un factor importante el contendio de aminas bidgenas
en los alimentos ingeridos (RIVAS-GONZALO, 1881).

Las diferencias interindividuales, pueden explicarse en
parte, teniendo en cuenta el metabolismo de los medicamentos
IMAO. En su mayoria se inactivan por acetilacidn y al igual
que sucede con la isoniazida, exXisten dos fenotipos
acetiladores: uno rdpido y otro lento (PLANAS, 1888).
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Aminas implicadas:

La tiramina es la amina bidgena contenida en alimentos
que se ha asociado mas corrientemente con este tipo de
interacciones. En 1965, BLACKWELL y MABBIT observaron que 6
mg de tiramina, por via oral, podian originar crisis
hipertensivas en pacientes tratados con medicamentos IMAO.
De igual modo PONTO y col. (1977), consideran (también en
pacientes tratados con IMAO, que estos 6 mg pueden provocar
una ligera elevacidn de presidn; 10 mg producen un efecto
presor notable y con 25 mg =se pueden originar crisis
hipertensivas agudas.

BLACKWELL vy col. (19685), después de realizar un
experimento en el que administraban a animales de
laboratorio un extracto de levaduras que contenia histamina
y tiramina junto con medicamentos IMAO, concluyeron que 1los
efectos de la interacciodn producida no se podian atribuir en
exclusiva a la tiramina.

Otras aminas, como la feniletilamina, serotonina,
3-hidroxi-fenilalanina (DOPA)... se han relacionado con esta
interaccidn. Mencidn especial merece la interaccidn de la
reserpina con los alimentos ricos en aminas, puesto que en
este caso los efectos resultantes son contrarios a los
hasta ahora comentados, esta amina disminuye la accidn
presora de la tiramina (MARINE, 1978).

Otras aminas bidgenas (cadaverina Yy putrescina) que son
sustrato de la MAO, no interaccionan con medicamentos IMAO
pero su presencia puede favorecer la absorcidn intestinal de
histamina a la que frecuentemente se encuentra asociadas en
los alimentos (ANONIMO, 13965).

Precauciones:

El enpleo de medicamentos de tipo IMAO ha sido
restringido debido a la importancia de sus efectos
secundarios y entre estos de sus interacciones con alimentos
(JELLEF-CARR, 1985). Algunos farmacos incluso han sido por
este motivo retirados del mercado, como la eritriptamina y
la fenipramina (SANTOS-BUELGA, 1884).

A pesar de que estos medicamentos se siguen empleando
existe una tendencia a  restringir su uso para casos de
depresidn neurdtica, especialmente en sus formas asténicas.
Dado que su efecto terapéutico es muy prolongado, y a que
puede persistir incluso varios meses  después de cesar el
tratamiento deberia vigilarse la composicidn de los
alimentos en este periodo de tiempo.
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En estos tratamientos se suele aconsejar reducir el
consumo de alimentos que clasicamente son susceptibles de
contener cantidades elevadas de aminas bidgenas. Se han
descrito unas recomendaciones dietéticas especiales para
este tipo de tratamiento que concretamente se citan como

"dietas bajas en tiraminas" (PEMBERTON y CASTINEAU, 198 y
ROJAS HIDALGO, 1985).
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II.- 5. OBJETIVOS Y ETAPAS DEL TRABAJO

Este trabajo se incluye dentro de un proyecto mas amplio
gue se desarrolla en el Area de Nutricidn y Bromatologla
sobre el tema de las aminas bidgenas en alimementos. En
concreto, con esta tesina se pretende aportar nuevos datos
que permitan evaluar si las aminas bidgenas, histamina y
tiramina, pueden ser WUtiles como indicadores del estado
higiénico—-sanitario de los pescados; si bién en este trabajo
se plantea el estudio sdlo para una especie "Engraulis
encrasicholus" (boquerdn).

Igualmente, se pretende completar el trabajo con un
estudio del mercado sobre los contenidos de estas aminas
tanto en conservas como en semiconservas de pescado, ya que
es en estos productos fundamentalmente donde se encontraria
la verdadera wutilldad de las aminas bidgenas como
indicadoras de la calidad de la materia prima.

Concretamente el trabajo se desarroclla en las siguientes
etapas:

1:— Adaptacidn y Ppuesta a punto de una técnica
espectrofluorimétrica para la determinacidn de histamina en
pescados, basdndose en la gque sSe dispone en nuestro
grupo de trabajo para vinos y .otras bebidas alcoholicas.

2.- Eleccidn y puesta a punto de técnicas adecuadas para la
determinacién de trimetilamina, bases voldtiles totales e
hipoxantina en base a métodos ya descritos.

3.—- Seguimiento de los niveles de histamina y de tiramina a
lo largo de la descomposicidn del boquerdn "Engraulis
encrasicholus) y comparacién de su evolucién con 1la de los
pardmetros analiticos antes indicados.

4.- Determinacidn de 1os contenidos de histamina y de
tiramina en muestras del mercado de conservas y
semi~-conservas de pescado.

5.~ Seguimiento de los niveles de histamina y de tiramina a
lo largo del tiempo de conservacidén de semiconservas de
anchoa mantenidas a temperatura ambiente.



IIT PARTE EXPERIMENTAL



6.1.— DETERMINACION DE HISTAMINA

Se ha wutilizado un método para la determinacidn de
histamina en vinos, puesto a punto en nuestro laboratorio
(VIDAL-CAROU, 1978), con una fase previa de la
homogenizacidén ¥y extraccidén de la nmuestra con Acido
perclérico 0.4 N tal como proponen EDMUNS y EITENMILLER
(1975) para la determinacidn de histamina en pescados

El esquema del método utilizado es como sigue:

a)Homogenizacidén y extraccidn de la muestra con Acido
perclérico 0.4 N

b) Extraccidn de la histamina con n-butanol en medio
alcalino.

c) Lavado de 1la fase butandlica con hidrdxido sddico
saturado.de cloruro sddico

d) Transferencia de la histamina a acido clorhidrico
0.1 N.

e) Reaccidn de formacidn de fluordforo histamina-0OPT.

flAndlisis cuantitativo y cualitativo por espectro-
fluorimetria '
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6.1.1 INSTRUMENTACION Y REACTIVOS.

APARATOS:

- Espectrofluorimetro Kontron, mod. SFHM-25 con
Printer-Plotter Kontron mod. 800.

- Centrifuga P-Selecta. Centrdnic S-=577
- Agitador de tubos Heidolph-Reax 2000

- pH metro Crison digit, mod. 501

REACTIVOS:
— Diclorohidrato de histamina (Merck)

— o—ftaldehido OPT (Merck)

Cloruro sédico

- Eter de petrdleo

SOLUCIONES:
— Acido perclérico 0.4 N .
- Hidréxido sdédico 0.1 Ny 1 N
- Acido clorhidrico 0.1 N
- Acido citrico 2 M
- Solucidn metandlica de OPT al 1%
— Soluciones patrén de hisfamina en dcido clorhidrico 0.1 N
de las siguientes concentraciones expresadas en histamina
base:0.5; 1.5; 15 30; y 1000 ppm
Todos las disoluciones se prepararon por pesada directa
del soluto, excepto las soluciones patron de histamina que

se obtuvieron por dilucidén de una "solucidn madre" de 1000
Ppn de histamina base.
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6.1.2 DESCRIPCION DEL METODO

Preparacidn de la muestra

Se toman de 0.5 a 5 g de muestra (en funcidn del
contenido de histamina) previamente triturada varias veces
en una picadora doméstica, que se homogenizan con 25 ml de
dcido percldrico 0.4 N , se someten a centrifugacidn durante
10 minutos a 3000 rpm y se separan las dos fases. El residuo
sdlido se interpone de nuevo con 25 ml de dcido perclédrico
a fin de lavar y agotar la muestra. Se centrifuga y se
separan las dos fases de nuevo, desechdndose ya la fase
sdlida agotada.

Los dos extractos percléricos obtenidos se filtran y se

reunen enrasandose en un volumen final de 50.0 ml
(figura 4).

Extraccidn vy separacidn

Se toman 5 ml del extracto percldrico y se colocan en un
embudo de decantacidén, se diluyen con 10 ml de agua
destilada (a fin de aumentar el volumen de la fase acuosa en
la extraccién) y posteriormente se alcaliniza con 5 ml de
hidréxido sédico 1 N, para alcanzar un pH entre 12 y 13. A
continuacidn se anaden 1.5-2 g de cloruro sddico y se extrae
4 veces con porciones de 30, 30, 25 y 25 ml de n-butanol,
agitando dos minutos en cada extraccidn (en el caso de que
la separacidén entre las fases no resulte satisfactoria se
puede afiadir una pequefia cantidad de éter de petrdédleo,5 ml,
para disminuir la polaridad del n-butancl y con ello su
afinidad por la fase acuosa)

Las epifases butandlicas reunidas se lavan, en el mismo
embudo de decantacidn, con 10 ml de hidrdxido sdédico 1IN
saturado de cloruro sdédico y se desecha la fase acuosa. A la
fase butandlica lavada se le afiaden de 10 a 25 ml de eter de
petrolec (dependiendo de si éste ya se ha anadido en las
fases de separacién o no), =se agita y se deja separar
desechando la fase acuosa liberada.

Se extrae la fase butandlica con 5 porciones de 10 ml de
adcido clorhildrico O0.1N. ¥y se recaogen los extractos
acuoso-acidos en un matraz aforado de 50 ml. Por dltimo se
afiaden otros 25 ml de éter de petrdleo, se agita y se deja
separar, recogiéndose la hipofase acuosa liberada también en
el matraz aforado que finalmente se enrasa hasta completar
el volumen de 50 ml con 4acido clorhidrico 0,1 N (figura 5)
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Recta de calibrado por adicidn de patrones.

Se preparan soluciones del extracto 4cido colrhidrico
final adicionadas de histamina patrén. En cuatro matraces
aforados de 5 ml se colocan : 2 ml de dcido clorhidrico 0,1
N 3 2 ml de solucidn patrén de histamina 0.5 ppm , 2 ml de
solucién de 1 ppm y 2 ml de solucién de 1.5 ppn,
respectivamente y en todos los casos se completa el volumen
hasta 5 ml con 3 ml del extracto acuoso—-adcido.

Reaccidn de condensacidn entre la histamina y el OPT

De cada una de las soluciones anteriores se toman 2 ml
que se transfieren a tubos de ensayo. Se afiaden 4 ml de
hidrdxido sddico 0.1 Ny 0.2 ml de solucidn metandlica de
OPT al 1%, se agita Yy se espera 5 minutos para que tenga
lugar la reaccidén histamina OPT. Transcurrido este tiempo,
se anaden a cada tubo 2 ml de &dcido citrico 0.2 H , se agita
y se lee en el espectrofluorimetro en los madximos de
excitacidn y de enmnisidn de la histamina (340/425 nm). Debe
realizarse ademds un blanco con 2 ml de A&cido clorhidrico
0.1 N .

En las figuras 6 y 7 se muestra el mecanismo de esta
reaccién y el esquema del método operatorio.

Determinacidn cualitativa

Se efectua comprobando que 1los maximos de los espectros
de excitacién y de emisidn de la histamina de las soluciones
problema coinciden con 1los obtenidos a partir de una
solucidn patrdn de esta amina.(Fig. 8 y 9)

CAlculos

Para el <cdlculo del contenido de histamina en pescados
debe extrapolarse la recta de calibrado obtenida por adicidn
de patrones sobre el eje de abcisas y el punto de
interseccidn corresponderd a la concentracidn de histamina
(Ca) en los 5 ml de solucién final.

La concentracién de histamina en la muestra serd :

Ca. 573 . 50/5 . 50/5 = ppm de histamina en pescado
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Figura 4 . Esquema de la primera parte de la extraccidn de
la histamina en pescados.

5 g de muestra

+25 ml de Acido percldrico 0.4N
centrifugar 10 minutos(3000 rpm)
y filtrar.

Residuo sdlido Xtracto percldrico

+ 25 ml de A&cido percldrico
0.4 N centrifugar 10 minutos
(3000 rpm) y filtrar.

Residuo sdlido Extracto percldrico
L] h
Reunir los extractos perclédricos
Enrasar a 50 ml.
Y

Extracto percloéorico 50.0 ml
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Figura 5.- Esquema de las fases de extraccidn-separacidn de
la histamina en pescados

5 ml del extracto perclédrico

+ 10 ml de agua destilada
+ 5 ml de hidrdxido sddico 1 N
+ 1.5-2 g de cloruro sédico
+ 2 x 30 ml de n-butanol
+ 2 ¥ 25 ml de n-butanol
(agitar 2 min en cada una de estas 4
extracciones)
Fase acuosa Fase butandlica
+ 10 ml de NaQH sat de NaCl
Fase acuosa Fase butandlica
+25 ml de eter de petrdleo
Fase acuosa ' Fase butandlica
+5 x 10 ml de HC1l 0. 1N
(agitar 2 min en cada
extraccidn)
Fase acuosa Fase butandlica
(50 ml)
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Figura B Esquema de la reaccidn de entre
histamina y el OPT.

2 ml de extracto clorhidrico

¥ + 4 ml de NaOH 0.1 N

Agitar

+ 0.2 ml de solucidn metandlica de OPT

Agitar

Esperar 5 minutos

+ 2 ml de Acido cltrico

v
Agitar

Lectura espectrofluorimétrica, en los maximos
excitacidn y de emisidn de la histamina (3407425 nm).
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Figura 7 Mecanisao de la reaccidén histasina—-0OPT.

| H
CHO “
T HN NH Ny —
CHO "\& 2 NN

CPT HISTAMINA FLUOROFORO HISTAMINA-OPT
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Figura 8 . Espectros de excitacién y de emisién obtenidos
a partir de una solucién patrén de histamina en
HCl 0,1 N de 0,3 ppm , tras su reaccidén con OPT.

L

38% -4
-
2@% 4+
B2 ‘ } ' . &% ! : : ;
Iea 35e 4@ 3sE 45@ 420 nm
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Figura 9 Espectros de excitacién y de emisidn de la
histamina correspondientes a una muestra de
pescado en conserva

12@?-P +~ : t 1 1;ga-- | i } 1
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=1k aazgz
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6.1.3.- VALIDEZ DEL METODO
6.1.3.1.- Precisidn

Para estudiar la precisidn del método se han realizado
ocho repeticiones del andlisis de wuna misma muestra de
semiconserva de anchoa. Las determinaciones se efectuaron en
dias sucesivos pero empleando los mismos reactivos ¥y
aparatos. En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos
en cuanto al contenido de histamina su desviacidn estandard,
el coeficiente de variacidén y los limites .de onfianza.

Tabla 8.—- Precisidn del método para determinar histamina en
conservas de pescado.

n® determinacién contenido en ppm

21.05
24.10
25.70
25.40
26.00
23.40
26.65
26.395

OB WN =

VALOR MEDIO X = 24.80
DESVIACION STANDAR Swn—i = 1.88

COEFICIENTE DE VARIACION CV = 6.70 %

—— - - . T —— —— — — . T — —— —— -

Segin HORWITZ (1882), la precisidn de un método
analitico puede considerarse aceptable =si el coeficinete de
variacién obtenido es inferior al hallado mediante la
siguiente espresidn:

C.V. = 2 t1-o.® 1og ©)

C: concentracidén del analito en g/ml.
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8.1.3.2.- Recuperacidn

realizd un

estudio par

a comprobar

la validez

del

método en conservas y semiconservas de pescado; para ello se

siguid

el procedimi

realiza en paralelo
partir de la muestra y de la muestra adicionada.

Finalmente se
tres grupos
fin de
obtenidos.

de mues

comprobar si habla diferencias

En la t

ento de "a

tra, clasifi

abla 8 se

obtenidas en estos andlisis

Tabla 8.

dicidn de

realizd el anadlisis de

cadas segun

Recuperacidn del método para

standard".
alicuota de la nmuestra se le afiaden 30 g de histamina,
la extraccidn y la reacidnd

una

y se
con OPT,

a

la varianza entre
su contenido,
entre los resultados
muestran las

a

recuperaciones

de histamina en conservas y semiconservas de pescado.

la determinacidn

CONTENIDO % RECUPERACION
102,37 93,20 102, 17
<10 ppm 95.60 91.23 95.31
91.10 98.50 95. 49
94.40
Xa= 95.93 S n-: = 3.98 C.V. 4.15%
91.1 107.28 96.28
10 - 30 ppm 105. 00 95.65 81.54
102, 12 96.32 94, 14
100. 45
Xe= 96.87 @n-1 = 7.93 C.V. = 7.63%
96.72 91.22 97.13
> 30 ppm 89. 12 96.28 103. 15
- 88.62 96.70 105.67
101.20
Xe= 96.58 S p-1 = 5.04 C.V. = 5,22%




Se comprueba mediante este andlisis (tabla 9) que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de recuperacidn en funcidén del contenido en
histamina, con un nivel de riesgo de 0.05 (85%).

Tabla S.- Andlisis de la varianza entre las recuperaciones
del método aplicado a muestras con contenido en histamina
de distinto orden.

<10 ppn 10-30 ppm > 30 ppm
Xa = 95.93 Xe = 96.87 Xeo = 96.59
n = 10 n = 10 n = 10
X+ = 95.94 n = 30

HIPOTESIS Ho = Xa = X» = Xo

P = 0.05 F oaxs 0.1778

GL = 2327 o F . =3.35

Se comprueba mediante este anadlisis que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de recuperacidn en funcidn del contenido en
histamina, con un nivel de riesgo de 0.05 (85%).

Tras la aplicacién de esta formula a los resultados
obtenidos en los andlisis' repetidos se concluye que el
método serd aceptable cuando el C.V. sea menor al 8.7%. El
coeficiente de variacidn obtenido sa  sido inferrior, del
7.87% por lo que podemos considerar que el método empleado
es satisfactorio en cuanto a precision.
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6.2 DETERMINACION DE TIRAMINA

Método de SANTOS y col. (1981)
Este método consta en esencia de las siguientes fases:

(a) Trituracidn y homogenizacidn de la nuestra
alcalinizacidn e interposicidn con arena de mar lavada y
sulfato sddico anhidro.

(b) Extraccidn con acetato de etilo en columna de arena

(c) Transferencia de la tiramina a &cido clorhidrico
(d) Reaccidn de condensacidn de la tiramina con 'el

reactivo O~ nitrosoj@-naftol.

(e) Andlisis cualitativo y cuantitativo por espectro-
fluorimetria.
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6.2.1 INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

APARATOS:

-~ Espectrofluorimetro Kontron, mod. SFH-25
Plotter Kontron mod. 800.

- pHmetro Crison digit, mod. 501

- Estufa P-Selecta, mod. 209

- Agitador de tubos Heidolph-Reax 2000

REACTIVOS:

- Acetato de etilo.

- Arena de mar lavada.

- Carbonato sdédico anhidro

- 1,2-dicloroetano

- Etanol del 85%

- O-nitroso-f3-naftol

— Sulfato sddico anhidro

- Monoclorhidrato de tiramina (Merck)

- Nitrito_sédico

con

Printer

Todos los reactivos para los que no se especifica la clase

fueron de calidad PA.

SOLUCIONES:
- Acido clorhidrico 0.2 N.
= Acido nltrico 1 N.

- Nitrito sddico al 2.5% (P/V)
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- Solucién de ahnitroso—-ﬁ—naftol al 1% (P/V) en etanol del
a5 %

e Soluciones patrédn, en HCl 0.2 N, de las siguientes
concentraciones en tiramina base: 0.15; 0.3;5 0.635 0.95 1.2;
1.5; 1.83 303 40 y 1000 ppnm.

- ©Solucidén amortiguadora de boratos de pH=10.3+4+0.1 : 500 ml
de solucidn O.1M en Aacido bdrico y en cloruro potdsico + 426
ml de NaOH 0.1 N, diluidos hasta 1000 ml con agua destilada.
Comprobar finalmente el pH con el pHmetro

Todas las soluciones se prepararon por pesada directa del
soluto, excepto las =soluciones patrdn de tiramina que se
prepararon a partir de una "solucidén madre" de 1000 ppm por
dilucidn con acido clohidrico 0.2 N.

6.2.2 DESCRIPCION DEL METODO
(SANTOS y col., 1881)

Preparacién de la muestra

Se tritura la muestra varias veces en una picadora
doméstica a fin de conseguir mayor homogeneidad. Se toma una
cantidad de muestra entre 30 y 100 g y de estos una alicuota
reprentativa para el andlisis

El peso de muestra que se debe tomar para el andlisis
(0.5-10 g) dependerd de la cantidad de tiramina que se
espera encontrar. En la tabla 10 se indica la cantidad de
muestra a tomar en funcidn del contenido aproximado en
tiramina.

Tabla 10. Muestra de partida en funcidn del contenido en
tiramina

————————————————— —— ——— — — — o — ——— —— —— — ———— —— ——— —— T ———— —————

Contenido aproximado
en tiramina ( g) <1 >1-5 >5-10 >10-50 >50

- ——— i i i —— — ——— o ——— T — ———— ———

Cantidad de muestra
(g) 10 S 2 1-2 0.5-1
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La muestra pesada a precisidn se coloca en un vaso de
precipitados de 250 ml y se suspende en 10-20 ml de solucidn
reguladora de pH=10.3+0.1, de modo que gquede bien empapada Yy
disgregada en dicha solucidn. Se anade la cantidad necesaria
de carbonato sddico anhidro (entre 0.1-0.3 g) para llevar el
pH del conjunto a 10.3+40.1. El pH se comprueba con el
pHmetro, se lava luego el electrodo con solucidn reguladora
de pH a fin de recuperar la muestra que haya podido quedar
adherida a él y los 1ligquidos de lavado se adicionan también
al vaso de precipitados.

La muestra alcalinizada se interpone con arena de mar
lavada de grano fino y ~calcinada y con sulfato sédico
anhidro en la proporcidn 2:1, hasta que el conjunto esté
priacticamente seco (las cantidades a afiadir son del orden de
120 g para la arena y de 65 para el sulfato sdédico
anhidro).

Extraccidn y separacidn

A la muestra preparada, se ha indicado anteriormente
anteriorente, se le adicionan 60 ml de acetato de etilo y se
dejan en contacto durante wuna hora, agitando con frecuencia
para avitar que el conjunto se endurezca Yy se formen
grumos.

Transcurridec este periodo de tiempo, se carga una
columna de vidrio, de 3 cm de didmetro y provista de llave,
con la mezcla anteriormente obtenida. Se lava el vaso con 40
ml de acetato de etilo, que se adicionan también a la
columna.

Se realiza la extraccidn eluyendo un total de 200 ml de
acetato de etilo en aproximadamente 3 horas. La elucién
durante este periodo de tiempo es como se indica a
continuacidn:

- los 60+40 ml afiadidos al cargar la columna eluyen durante
la primera hora

— antes de que la parte superior de la columna se seque , se
afiaden otros 50 ml de acetato de etilo que de dejard que
eluyan otra en hora aproximadamente

- finalmente se afiaden 30 ml mds de acetato de etilo, que
eluirdn en la tercera hora
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- con 20 ml de acetato de etilo se realiza un lavado de la
columna, con la 1llave totalmente abierta y 1los liquidos de
lavado se reunen con el eluato obtenido.

La fase orgdnica asl obtenida se trasfiere a un embudo
de decantacidén de 250 ml y se extrae 5 veces con porciones
de 10 ml de A4cido clohidrico 0.2 N, recogiéndose el
conjunto de las fases acuosas en un matraz aforado de 50
ml.

En muestras con contenidos de tiramina de alrededor de
100 ppm es necesario diluir el extracto clorhidrico, antes
de proceder a la formacidn del complejo fluorescente.

En 1la figura 10 se muestra un esquema del protocolo
seguido en esta extraccion.

Determinacidn cuantitativa

Para la determinacidn final espectrofluorimétrica es
necesario realizar previamente la condensacidn de la
tiramina con el reactivo 0&nitrosoj§—naftol para formar un
complejo fluorescente.

En las figuras 11 y 12 respecticamente muestran el
mecanismo de esta reaccidén y el esquema del método
operatorio.

Se toman 2 ml del extracto acuoso-dcido obtenido y se
les adicionan: 1 ml de .solucién de o-nitroso-[3-naftol,
mezclando bien en un agitador de tubos. A continuacidn se
adiciciona 1 ml de 4cido nitrico 1 M que contiene un 2%
(V/V) de disolucidn de nitrito sdédico en agua al 2.5% (P/V).
(esta mezcla es de preparacidn extempordnea) El conjunto se
agita nuevamente y se mantiene en una estufa a 80 grados C.
y en la oscuridad durante una hora.

Transcurrido este periodo de tiempo se deja enfriar a
temperatura ambiente durante unos 15 minutos. Se adicionan
posteriormente 10 ml de 1,2-dicloroetano y se mezcla bien en
el agitador de tubos durante 1 minuto aproximadamente, a
fin de extraer el exceso de reactivo cuya coloracién
interfiere en la posterior lectura espectrofluorimétrica.

Se recoge la fase superior por aspiracidn y con ella se

efectua la lectura espectrofluorimétrica en los maximos de
excitacidén y de emisidn de la tiramina (455/540 nm).
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La concentracidn de tiramina se calcula mediante una
recta de calibracidn preparada para cada grupo de
determinaciones. Esta recta se construye a partir de las
lecturas espetrofotométricas obtenidas para las siguientes
concentraciones de tiramina base en HC1l 0.2 N :0.15; 0.3;
0.6 0.65 0.95 1.2 1.5 y 1.8 ppn.

Para 1la determinacidn final espectrofluorimétrica es
necesario realizar previamente la condensacidn de la
tiramina con el reactivo OFnitroso—ﬁFnaftol para formar un
conplejo fluorescente. =

Determinacidn cualitativa

Se efectua tambien por espectrofluorimetria comprobando
que los madximos de excitacidn y de emisidn sen como los
expectros de barrido de la solucidn problema coinciden con
los obtenidos para el fluoroforo formado a partir de una
solucidn patrdn de tiramina. (figuras 13 y 14)

6.2.3. VALIDEZ DEL METODO

6.2.3.1 - Recuperacidn

Se realizd un estudio para comprobar 1la validez del
nétodo en conservas y semiconservas de pescado; para ello se
siguid el procedimiento de "adicidn de standard". A una
alicuota de la muestra se le afaden 30 g de tiramina, y se
realiza en paralelo la extraccidn y la condensacidén con
crnitroso—ﬁ—naftol, a partir de la muestra y de la muestra
adicionada.

Finalmente se realizd el andlisis de la varianza entre
tres grupos de muestra, clasificadas segldn su contenido, a
fin de comprobar si habila diferencias entre los resultados
obtenidos. En la tabla 11 se muestran las recuperaciones
obtenidas en estos andlisis

79



Tabla 11 Recuperacidén del método para la determinacidn de
tiramina en conservas y semiconservas de pescado.

CONTENIDO % RECUPERACION
86.0 103.7 96.7

< 5 ppm 97.0 91.2 90.9
100.0 108.0 86.0
99.2

Xa= 95.78 S n-1 = 6.93 C.V. = 7.23%

89. 1 86.4 95.0

S - 10 ppm 94.0 101.3 97.1
89.8 105.86 105.0
99.3.

94.5 95.0 85.0
87.1 93.3 101.3
> 10 ppm 90.2 S6.8 89.1
106.5
Xo= 94.88 S a-1 = B6.50 C.V. = 6.85%
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Tabla 12 Andlisis de la varianza entre las recuperaciones
del método aplicado a muestras con contenido de distinto
orden.

< 5 ppn 5-10 ppm > 10 ppm
Xa = 95.78 Xw = 96.26 Xo = 94.88
n = 10 n= 10 n = 10

X« = 95.68 n = 30

Se comprueba mediante este andlisis que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de recuperacidén en funciodn del contenido en
tiramina, con un nivel de riesgo de 0.05 (85%).
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Figura 10 . Esquema del método de extraccidn de tiramina en
pescados (SANTOS y Col. 1981).
Muestra
trituracidn
\J
Allcuota

v

+ 10 ml de sol. reguladora
de tampdn borato pH=10.3+1

+ 2-3 g de
anhidro

carbonato sddico

homogeinizar

Alicuota alcalinizada

(pH=10.3+0.

Y

1)
+ arena de mar lavada Yy
sulfato sdédico anhidro 2:1

+ Acetato de etilo (60 ml)

Maceracidén durante una hora
(Agitar con frecuencia)

l

Cargar la columna
(incluyendo los liquidos de lavado del recpiente
que contenga la muestra)

elucidn (3 horas)

Eluato

Fase acuosa(GﬁTa—ETT##’——ﬂ’ﬂ”hHHMEQM
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Figuraii Mecanismo de la reaccidén de condensacién entre
la tiramina y el g-nitroso-B-naftol.

HO NH;
a—nitmso-ﬁ-naftol Tiramina
N
-~
N
o NH,
®

_ Comple jo fluorescente
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Figura 12 Esquema de la reaccidn de formacidn del
fluordforo tiramina — O~ nitroso - 3- naftol

2 ml de extracto clorhidrico

+1 ml de solucidn de &~ nitroso -B-naftol
en etanol

+ 1 ml de dcido nitrico 1 N, que contiene
un 2% de nitrito sddico al 2.5% (p/v)

v
Agitar

l

Mantener durante 1 hora a
80 = C. y en la oscuridad

4
Enfriar a temperatura ambiente
(10-1S minutos)

+ 10 ml de 1,2 - dicloroetano

Fase organica Fase acuosa

Lectura espectrofluorimétrica
en los mdximos de excitacidn y
de emisién de la tiramina (455/540 nm)

85



Figura 13 Espectros de excitacién y de emisién de una
solucién patrdén de tiramina en HCl1l 0,2 N.
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Figura 14 Espectros de excitacidn y de emisidén de la
tiramina correspondientes a una muestra de
pescado en conserva
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6.3 DETERMINACION DE TRIMETILAMINA

Método colorimétrico adoptado por la Association Official of
Analytical Chemistry (A.O0.A.C., 1984).

Este método es una modificacion del método original
publicado por Dyer en 1945 .Consta en esencia de las
siguientes fases:

— Extraccitén de la +trimetilamina de la muestra con &acido
tricloroacético

- Alcalinizacidn del extracto y adicidn de formaldehido para
eliminar en 1lo posible las interferencias debidas a la
presencia de dimetilamina

- Extraccidén con tolueno Yy posterior secado de la fase
orgdnica interponiéndola con sulfato sddico anhidro.

- Reaccidn de la trimetilamina contenida en la fase orgdnica
con solucidn de dcido pilcrico en tolueno para formar un
complejo coloreado, cuya intensidad se puede medir
espectrofotométricamente a 410 nmn.
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6.3..1 INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

APARATOS:

!

Espectrofotémetro UV/VIS Perkin—-Elmer modelo 55/S

|

Centrifuga Centrdénic modelo S-=577

Agitador magnético SBS modelo A-06

Agitador de tubos Heidolph—-Reax modelo 2000

REACTIVOS
- Acido picrico
— Acido sulfdrico exento de Nitrdgeno
- Acido tricloroacético iTCA)
- Carbonato potdsico
— Carbonato de magnesio
— Formaldehido del 40%
- Oxido de mercurio exento de Nitrdgeno
- Sulfato sddico anhidro exento-de Nitrdgeno
- Trimetilamina, clorhidrﬁto
- Tolueno
Todos los reactivos utilizados para los que no se
especifica la clase fueron de calidad para andlisis.
SOLUCIONES:
- Acido cloridrico 0.02 N
- Formaldehido al 20% (agitar 100 ml de formol del 40% con
100g de carbonato magnesico, hasta la total desaparicidn del
color, filtrar y tomar 100 ml que se diluyen hasta 200 ml
por adicidn de agua destilada. Debe trabajarse con

precaucidén)

- Solucidn de Aacido tricloroacético al 7.5%
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Solucién de acido bdrico al 4%

Solucién de carbonato potdsico (100g/100ml)

Solucidn "madre" de acido picrico al 2% en tolueno

Solucién de trabajo de dcido picrico al 0.02%

- Solucidn "madre" de patrdn de trimetilamina de 1000 ppnm:
0.682 g de clorhidrato de trimetilamina + 1 ml de HC1l (3+1)
y diluir hasta 100 ml con agua destilada. En 5 ml de esta
solucién se valora su contenido en nitrdgeno, para ello se
afaden 6 ml de NaOH al 10% se destila y se recoge el
destilado sobre 10 ml de 4dcido bdrico - al 4% mediante un
micro-kjeldalh. Se valora finalmente el destilado con &cido
sulfdrico 0.1 N de factor conocido, utilizando como
indicador azul de metileno y rojo de metilo (indicador de
Tashiro).

= Solucidn de trabajo patrdn de trimetilamina
(10ppm=0.01img/ml): 1 ml de solucidén "madre" (1000 ppm) + 1
ml HC1(3+1) y diluir hasta 100 ml con agua destilada.

6.3.2.DESCRIPCION DEL METODO

Se pesan 10 g de la muestra problema, previamente
triturada y homogeneizada . Se aifiaden 20 ml de 4cido
tricloroacético al 7.5% (P/V) y se mezcla con agitacidn
magnética durante 10 min. A continuacidén se centrifuga
a 2000-3000 rpm hasta que el sobrenadante quede
Practicamente transparente (aproximadamente 10 minutos).Se
filtra y se enrasa el 1liquido filtrado en un matraz aforado
de 25 ml.

Se pipetea una alicuota (de 1.0 a 4.0 ml que debe
contener del orden de 0.01-0.03 mg de trimetilamina) y se
introduce en un tubo de ensayo donde se diluye hasta 4 ml
con agua destilada. Paralelamente se pipetean 1, 2, ¥y 3 nl
de la solucidn de trabajo de patrdn de trimetilamina en tres
tubos de ensayo respectivamente Yy se completa también con
agua destilada hasta un volumen de 4 ml en cada uno de
ellos. Es necesario ademds trabajar con un blanco, 4 ml de
agua destilada.
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Se arnaden a todos los tubos: 1 ml de formaldehido al 20%
(P/V), 10 ml de tolueno y 3 ml de solucidn de carbonato
potadsico del 100% (P/V).Se tapan los tubos y se agitan
manualmente 40 veces o durante un minuto en el agitador de
tubos. Se dejan en reposo y las dos fases se separan.

Se toman de 7 a 9 ml de la fase organica superior
(toluénica) y se trasvasan a otro tubo de ensayo seco, que
contenga aproximadamente 0.1 g de sulfato sddico anhidro (en
esta operacidén de trasvase esS especialmente importamte
trabajar con cuidado a fin de no remover y mezclar de nuevo
con la fase acuosa inferior). Se tapa el tubo y se agita
vigorosamente.

Para formar el complejo coloreado se introducen en cada
tubo 2.0 ml de la fase toluénica anhidra y 2.0 ml de la
solucién de trabajo de dcido picrico en tolueno al 0.02% y
se agita bien. El color de esta solucidn final es estable.

Se determina la absorcitdn a 410 nm después de ajustar el
cero del espectrofotdmetro con el blanco. Se opera mediante
una recta de calibracidn obtenida, del modo descrito
anteriormente, a partir de una solucidn patrdn de trabajo de
10 ppm de trimetilamina. Si la alicuota original contiene
mas de 0.03 g de trimetilamina es necesario diluir el
extracto con acido triclorocacético y repetir la
determinacidn.

En 1la figura 15 se incluye un esquema del protocolo
seguido.
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Figura 15 Esquema del método empleado para la determinacidn
de de TMA (Assoc. Off. Anal. Chem., 1984)

Muestra

triturar y homogeneizar
10g
+ 20 1 de ac.TCA 7.5%
X Agitar
X Centrifugar
residuo Sobrenadante
l ¥ Filtrar
enrasar a 25 ml con TCA 7.5%
alicuota de 1 ml
+ 10 ml de tolueno
+ 3 ml K=CO= a2l 100%
X Agitar
Fase acuosa Fase toluénica
X Decantar 7-8 ml
de fase toluénica
+ 0.1g de sulfato

sddico anhidro
X Agitar

Fase toluénica Residuo

2.0 ml

+ 2 ml ac picrico 0.02 %
X Agitar

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA
(410 nm)
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6.4 DETERMINACION DE BASES VOLATILES TOTALES

Método de LUCKE vy GEIDEL (1835), modificado por
ANTONACOPOULOS (1960) y GALLARDO y col (1979)

Comprende una destilacién de las bases voldtiles
directamente del muisculo de ©pescado, bajo condiciones
estandarizadas Yy en presencia de &xido de magnesio. Esta
técnica fue modificada y mejorada por Antonacopoulos,
utilizando una unidad de destilacidn por arrastre en
corriente de vapor especialmente disenada(Fig 16).

Para este trabajo se ha utilizado una variante de esta
técnica, propuesta por GALLARDO y.col (1979), en la que las
bases volatiles no se destilan directamente del midsculo

delpescado sino que se hace a partir de un extracto
tricloroacético, obtenido previamente a partir de éste.

6.4.1 INTRUHENTACION Y REACTIVOS

APARATOS:
- Centrifuga P-Selecta. Centronic S-577
- Agitador magnético SBS A-06

- Aparato de destilacidén por arrastre de vapor, segun
Antonacopoulos :

REACTIVOS:

|

Oxido de magnesio

- Silicona antiespumante

Acido bdrico al 4%

Acido clohidrico 0.01 N, exactamente valorado

-~ Acido triclorcacético al 7.5 %

|

Indicador de Tashiro

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad PA
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6.4.2 DESCRIPCION DEL METODO

Preparaciodn de la muestra y obtencidn del extracto

tricloroacético

Se toman 10 g de la muestra homogenizada, que se tratan
con &cido tricloroacético tal como se especifica en el punto
6.3.1 de esta memoria.(puesto que puede utilizarse el mismo
extracto para determinar el nitrdgeno de trimetilamina y
para el nitrdgeno correspondiente a bases volatiles
totales.

Procedimiento

Se toman 10 ml del extracto tricloroacético y se
introducen en el matraz de destilacidn (A), se diluye con un
poco de agua destilada y se anaden 2g de o&xido de magnesio
(pH=10.6) y wunas gotas de silicona antiespumante. Se deja
destilar 10 minutos (en este espacio de tiempo el indicador
de Tashiro vira de violeta a verde), recogiendose sobre en
matraz erlenmeyer que contiene 15 ml de dcido bérico del 4%
y el indicador. Una vez finalizado el tiempo de destilacidn,
se retira el matraz de recogida Yy se coloca otro matraz que
contenga bdrico e indicador a fin de comprobar que todas las
bases volatiles han destilado.

A continuacidn se valora el contenido del primer
erlenmeyer con acido clorhidrico 0.01 N , que se afiade desde
una bureta hasta nuevo virage del indicador.

El resultado lo se expresa en partes por milldn de

nitrdgeno de bases volatiles totales (ppm de N-BVT) y se
calcula a partir de la siguiente expresidn:

N . 14007 . V / P = mg de N-BVT/Kg de muestra o ppm

N = Normalidad del destilado eq.”/1

<
il

Volumen del extracto tricloroacético obtenido (25 ml)

P = Peso de muestra en gramos
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APARATO DE DESTILACION LUCKZ-GEIDEL, MODIFICADO POR ANTONACOPOULUS
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6.5.— DETERMINACION DE HIPOXANTINA
METODO XANTINA OXIDASA (JONES y MURRAY, 1964)

La hipoxantina se extrae de la muestra por maceracidn
con acido percldrico, =se neutraliza el extracto y se trata
con un enzima especifico que la oxida a acido Urico. Este

se determina leyendo el maximo de absorcidn a 280 nm. El
mecanismo de esta reaccion se muestra en la figura 17-.

Fig. 17 Reaccion de oxidacidén de la hipoxantina por la
Xantina-oxidasa

OH OH
N 7 —N
S O = )
A In-~N" HOIN

HIPOXANTINA HANTINA AC. URICO

6.5.1. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

APARATOS

- Espectrofotdmetro Perkin-Elmer 55/S UV/VIS.
— Centrifuga Centronic S-577.

- Agitador magnético SBS A.06.

— pH-metro digital Crison , mod. 5O01.
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REACTIVOS

- Acido perclédrico

- Hidrdxido potdsico

- Hidroxido sddico

- Bifosfato potd=ico monobasico (KH=PO4)
- Xantina-oxidasa, solucidn de 20 Ul/ml
— Hipoxantina

Todos los reactivos empleados para 1los que no se
especifica la clase, fueron de calidad PA.

SOLUCIONES

-~ Acido perclérico 0.8 N

— Hidroxido potdsico del 30%

Hidréxido sddico 1 M

- Solucidn reguladora de fosfatos 0.25M pH=7.6. Se obtiene
por disolucidn de 17,013 de KH=POa en 250 ml de agua
destilada, a los que se afadireron 107 ml de hidroéxido
sédico 1 M. La mezcla se llevd a 500 ml con agua destilada.

- Solucidn de =xantina-oxidasa, en solucidn reguladora de
fosfatos 0.05 M pH=7.8, preparada por dilucidn de la
solucidén 0.25 M, hasta alcanzar una concentracidn de 0.085
UI/ml. Esta solucidn se prepara diariamente.

- Solucidn "madre" de 500 ppm de patrdn de hipoxantina en
solucién reguladora de fosfatos 0.25 M, pH=7.6

~ Solucidn de trabajo de 100 ppm de hipoxantina preparada

por dilucidn de un ml de la solucidn "madre" hasta 100 ml
con solucidén reguladora de fosfatos 0.25 M, pH=7.86
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6.5.2 DESCRIPCION DEL HETODO
PREPARACION DE LA MUESTRA

Cabe sefialar que hay diferencias de contenido de
hipoxantina entre tejidos como la piel y el misculo claro y
oscuro, lo cual, evidentemente debe +tenerse en cuenta en la
toma de muestra @para el andlisis (GALLARDO y MONTEMAYOR,
1882).

En nuestro caso, las muestras estudiadas han sido
bogquerones cuyo tamafio es pequeno. Por ellc se tomaron
varias unidades evisceradas y se homogeneizaron con una
picadora doméstica. La operacidn se repitid varias veces
para asegurar la homogeneidad. .

PROCEDIMIENTO

Obtencidn de un extracto neutro concentrado en hipoxantina

Se toman unos 10 de muestra, que se somete a agitacidn
magnética con 25 ml de acido perclédrico 0.8 N frio durante
10 minutos. La cantidad inicial de muestra tomada debe
disminuirse a medida que aumenta el contenido en hipoxantina
a fin de mantener la lectura espectrofotométrica de la
solucién final en el tramo de la recta de calibracidn en que
el comportamiento es lineal.

Seguidamente se separan las dos fases por
centrifugacidn (durante 10 minutos a 300 rpm.) y posterior
decantacidn. '

Al residuo sdlido se le adicionan 20 ml de solucidn
reguladora de fosfatos 0.25 M, para lavar y agotar la
muestra. Se agita y se centrifuga de nuevo.

las dos fases 1liquidas reunidas (extracto de dcido
percldérico 0.6 N y sobrenadante de la fase de lavado) se
neutralizan con el volumen necesario de hidréxido potdsico
del 30%.
Se forma un precipitado blanco de perclorato potdsico que se
separa por centrifugacidn (10 minutos a 300 rpm) vy
filtrado.

La solucidn transparente obtenida se diluye hasta 150 ml
con solucidn reguladora de fosfatos 0.25 M. El1 pH final debe
estar entre 6.5-7.0

.En la figura 18 se nmuestra un esquema de la pauta
seguida.
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Reaccidn con la xantina-oxidasa

Se transfiere a un tubo de ensayo 1.0 ml del extracto
neutro,y se afiade 2.0 ml de agua destilada, 20 ml de
solucidn reguladora de fosfato 0.25 M y 1 ml de solucidén de
xantina-oxidasa 0,085 Ulr/ml. Se agita e incuba durante 30
minutos a 37 C.

Se nide luego la absorcién en el madximo
expectrofotométrico de 280 nm.

Los resultados finales se obtienen por comparacidn con
una recta de calibrado elaborada para cada grupo de muestras
analizadas simultdneamente.Esta recta se construye a partir
de la solucidén de +trabajo de 100 ppm de hipoxantina
obteniendo 1los puntos correspondientes a las siguientes
concentraciones de hipoxantina en solucion reguladora de
fosfatos:20, 40, 680, 80 y 100 g/ml

99



Fig. 18.- Extraccidn de hipoxantina

muestra
triturar y homogeneizar
\d
10 g
+ 25 ml HClO0a 0.6 N frio
agitar 10 min
centrifugar 2 veces
decantar
residuo \\\\\;:%}euadante
+ KOH 30% hasta
neutralidad
centrifugar
filtrar
precipitado sobrenadante

de KC104

enrasar a
150 ml con
sol. regula-
dora del pH

\{

150 ml de solucidn
de Hipoxantina
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6.6 DETERHMINACION DE pH

Mediante una adaptacidn del método oficial para la
determinacion del pH en para productos carnicos
(SANCHIDRIAN, 1984 ).

Consiste en una maceracion de la muestra homogeinizada
en forma de pasta con agua destilada neutra ¥y la posterior
lectura con en un pH-metro.

7.6.1 INTRUMENTACION Y REACTIVOS
APARATOS

- pH-metro Crison Digit, mod 501
— Agitador magnético SBS A-086

— Granatario. SALTER EB-300
REACTIVOS

- Solucidén reguladora de pH=4.00

— Solucidn reguladora de pH=7.02

6.6.2 DESCRIPCION DEL METODO

Preparacién de la muestra

Se toma una cantidad de muestra suficiente para ser
representativa y se tritura y homogeniza en una picadora
doméstica. De la muestra homogeinizada se toman fracciones
de unos 2 gramos para hacer la determinacion del pH.

Procedimiento

Se calibra el pH-metro a la temperatura de trabajo con
las soluciones pH=4.00 y pH=7.02

A los 2 gramos de muestra se afiaden 10 ml de agua
destilada neutra y el conjunto se somete a agitacidn
magnética durante 10-15 minutos. Se introduce luego el
electrodo en la mezcla en reposo, Se espera a que se
estabilice y se lee el pH.

Para la expresidn de 'resultados es preciso repetir la
operacidén al menos dos veces para en cada muestra.
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7.—- EVOLUCION DE LOS CONTENIDOS DE HISTAMINA Y TIRAMINA EN
PESCADOS (BOQUERONES DURANTE SU DETERIORO) Y ESTUDIO DE
OTROS PARAMETROS INDICADORES DE ESTE PROCESO.

7.1.— PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Se ha realizado un estudio para conocer como evoluciona
el contenido de aminas bidgenas en boquerones durante su
deterioro. Para ello se realizaron ensayos "de
descomposicidn forzada" dejando el pescado a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo corto y, en paralelo,
se realizd también una prueba similar pero manteniendo el
producto a una temperatura de refrigeracidén de 4 grados
centigrados.

En +total, se realizaron dos ensayos a temperatura
ambiente y dos a temperatura de refrigeraciodn.

Ademds de la determinacidn de aminas bidgenas (histamina
y tiramina) durante este proceso se estudid también la
evolucidn de los contenidos de otras sustancias,
clasicamente utilizadas como parametros quimicos indicadores
del grado de deterioro del pescado. Concretamente, se
determinaron, trimetilamina y bases volatiles que son dos
indicadores quimicos estrechamente relacionados con la
actividad bacterianaj igualmente se cuantificaron los
aumentos en el contenido ' de hipoxantina, producto de
degradacidén del ATP y de compuestos relacionados con él,
cuya aparicidén es debida a los cambios enzimdticos previos a
la colonizacidn bacteriana. También se efectuaron medidas
del pH. que aumenta durante la descomposicidn del miusculo de
pescado debido sobre todo a la formacidn de metabolitos
bdsicos (trimetilamina, dimetilamina ...).

Se ha trabajado con boquerones adquiridos a primera hora
de la mafnana en un mercadoe de la ciudad en donde eran
mantenidos en hielo. No conocemos con exactitud la
procedencia de este pescado, pero sabemos que se trataba de
pescado de la costa norte de Catalufia y asimismo tampoco
podiamos conocer el tiempo transcurrido tras su captura. En
cualquier caso, en las muestras de partida el examen
organoléptico fue satisfactorio y 1los contenidos de los
parametros quimicos del deterioro fueron bajos.

El pescado se trasladd al laboratoric manteniendo las
condiciones de refrigeracidén e inmediatamente se procedid a
sSu limpieza y evisceracidn (operacidn previa a cualquier
otra en los procesos de elaboracidén en productos de la
pesca).
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Se ha considerado como tiempo O del ensayo, al momento
de la adquisicidn del pescado existiendo como es ldgico un
retraso entre este tiempo y el del primer andlisis
(correspondiente al traslado y acondicionamiento de Ila
muestra).

El1 pescado limpio ¥y eviscerado fue triturado vy
homogeneizado varias veces en una picadora doméstica. Aungue
con la trituracidn se acelera la descomposicidn del pescado,
este paso no puede ser obviado puesto que de lo contrario no
estarla garantizada la homogeneidad de la muestra, ya que
pudeen existir variaciones interindividuales e inclusc entre
las distintas partes del pescado.

En ambos ensayos se calculd previamente la cantidad
de muestra necesaria para efectuar un ndmero representativo
de determinaciones a 1lo largo del tiempo. Se homogenizd al
mismo tiempo la cantidad necesaria de muestra para todos los
andlisis. Estos se efectuaron con una periodicidad
preestablecida: de 3 a 5 horas en los ensayos a temperatura
ambiente y cada 12 horas en los ensayos a 4 grados
centigrados.

7.2.— RESULTADOS

A continuacidn, en las tablas 13, 14, 15 y 18 se
muestran los resultados obtepidds en los ensayos.

Las tablas de resultados recogen la evolucidn de la
histamina y de 1la tiramina,asl como la de otros pardmetros
estudiados: TMA, TVB, hipoxXantina y pH. En la primera
columna se sefiala el tiempo en horas, transcurrido desde la
adquisicidn de las muestras.

7.3.~- DISCUSION

En primer lugar y a la vista de los resultados
obtenidos, cabe sefialar que en todos los casos tal como era
de esperar, se observaron aumentos importantes en 1los
contenidos de los indicadores quimicos estudiados. Del mismo
modo se observa también la tendencia del pH a aumentar
durante el periodo del tiempo en que se ha seguido el
pProceso de desccomposicidn del boquerdn (43 y 36 horas en el
estudio a temperatura ambiente y 73 y 143 a 4 grados
centigrados, para el primer y segundo ensayo
respectivamente).
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Primer ensayo.

En el primer ensayo que se realizé en el mes de mayo, se
observd que ademds de existir un aumento en los contenidos
de histamina y tiramina a temperatura ambiente (24-26
grados), esta evolucidn sigue un pefil semejante para ambas
aminas (fig. 19). Se observd en primer lugar que el
contenido de estas aminas, empezaba a aumentar entre las S y
las 13 horas y que en ambos casos los mayores incrementos se
producian entre las 11 y las 24 horas.

Los contenidos de estas dos aminas, son bajos en la
muestra inicial (5 ppm de histamina y "nd" de tiraminal); la
diferencia de contenido entre ambas aminas se agudizd
durante el periodo de estudio, mientras para la histamina se
alcanzaron niveles de hasta 3471 ppm, el contenido en
tiramina se mantuvo, después del aumento experimentado entre
las 8 y las 24 horas, alrededor de 1las 1000 ppm (el
contenido de histamina llega a ser mds de 30 veces superior
al de tiramina.

También en la figura 19 se nmnuestra graficamene Ila
evolucidn de estas dos aminas en el ensayo que se efectud de
modo paralelo, pero manteniendo la muestra a una
temperaturta de 4 grados centigrados durante 37 horas. A
esta temperatura los contenidos de histamina y de tiramina
también aumentaron, aunque el grado de aumento ¥y su perfil
de evolucidn, fueron distintos a los presentados a
temperatura ambiente. Se observd que el contenido de
histamina, aumentd de forma importante entre las 49 y las 73
horas. El contenido en tiramina, lo hizo un poco mads tarde.

Los contenidos de ambas aminas se mantuvieron bajos,
menores a 8 ppm, durante un periodo de tiempo del orden de
48 horas. No obstante, al cabo de 72 horas (3 dias) de
mantener la mnuestra en el frigorifico, el contenido de
histamina 1llegd a 100 ppm,mientras que de tiramina se
alcanzaron solo 50 ppn.

El perfil de evolucidén de los contenidos de TMA se
muestra también en la figura 1S juntamente con el de
histamina y tiramina. Se parte como en el caso de las
aminas no volatiles de contenidos especiales, ya que
concretamente, no se detectd +trimetilamina en pescado
fresco. '

El aumento brusco de este parametro tuvo lugar a partir
de las 20 horas, a temperatura ambiente, observandose en
consecuencia que existe un cierto retraso con respecto a
los aumentos de histamina y tiramina.

104



En el ensayo a 4 grados los contenidos de trimetilamina
se mantuvieron muy bajos, como minimo, hasta las 49 horas.
A partir de este momento aumentardn de un modo similar a las
aminas bidgenas.

En cuanto a los contenidos de trimetilamina, tanto en el
ensayo a temperatura ambiente como en el ensayo a 4 grados
se mantienen por encima de los niveles de tiramina.

En cuanto a la histamina, su comportamiento fue distinto
segin la temperatura. Asi, en el ensayo a temperatura
ambiente, el contenido de histamina superaba al de THMA,
mientras que en ensayo a 4 grados el contenido de THA fue
superior al de las aminas bidgenas (histamina y tiramina).

En el ensayo a temperatura ammbiente se alcanzaron, al
cabo de 43 horas, valores del orden de 200 ppm, mientras que
a temperatura de refrigeracidn, al cabo de 73 horas, =se
habian alcanzado niveles de 100 ppm de TMA.

El contenido de hipoxantina en la muestra de partida fue
mas alto que el de las aminas bidgenas. Esta circunstancia
es facilmente explicable puesto que la hipoxantina es un
paradmetro indicativo de la actividad enzimdtica que se
inicia tras la muerte del animal, independientemente de que
exista o no proliferacidn bacteriana.

Sin embargo, JONES y col. (1S64) conmprobaron que su
contenido aumentaba mucho mds rapidamente a partir de la
colonizacidn bacteriana. ~ El contenido inicial de
hipoxantina, en la muestra fue de 2687 ppm (1.54
microgramos)) y a las 43 horas de almacenamiento a
temperatura ambiente se alcanzaron las 33685 ppm. Como es
légico, al igual que para otroa pardmetros en el ensayo a 4
grados, los contenidos de hipoxantina se mantuvieron siempre
considerablemente mas bajos que a temperatura ambiente,
alcanzandose 926 ppm a las 61 horas de almacenamiento.

Comparando €l perfil de evolucidn de los contenidos de
hipoxantina (fig. 20 con los de histamina y tiramina (fig.
139) se observa también un cierto paralelismo. Aunque la
hipoxantina a empieza a aumentar antes por la circunstancia
antes senalada de su origen autolitico, en el ensayo a
temperatura ambiente hasta las 9 horas el aumento es
relativamente bajo desde 267 ppm iniciales hasta 585 ppm en
este tiempo. Entre las 9 y las 14 horas tiene lugar el
aumento brusco de hipoxantina, ¥y recordemos que también
durante este tiempo se producen aumentos de aminas
bidgenas. :
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En el ensayo a 4 grados centigrados también se obsevd un
aumento relativamente poco importante de hipoxantina en las
primeras 49 horas de observacidn (de 267 a 768 ppm), siendo
a partir de este tiempo cuando realmente el aumento es mas
pronunciado. También en este caso coincide su aumento con el
de las aminas bidgenas, ya que éstas también aumenta de modo
apreciable a partir de las 48 horas.

La evolucidn del pH se representa graficamente en la
fiura 20. En el ensayo a temperatura ambiente los
incrementos importantes en el pH se observaron con un cierto
retraso a los de histamina, tiramina, trimetilamina e
hipoxantina. En el ensayo a 4 grados no se observd aumento
significativo de este pardmetro en las 73 horas de estudio,
durante este +tiempo sblo se observd un aumento de 0.1
unidades de pH.

El pH inicial en la muestra de partida fue de 6.14; es
un pH mds alto que el de la carne de mamifero pero que es
normal en pescados, puesto que en sus reservas
glucoliticas y el descenso "post—mortem"” debido a la
glucolisis anaerobia tiene poca importancia.

Segundo emnsayo

En la segunda experiencia, realizada también siguiedno
en paralelo la descomposicidn del ©boquerdn a temperatura
ambiente (26-28 grados en este caso) y a 4 grados
centigrado=s, =e determinaron ademd=s de lo=s pardmetros
anteriormente citados (histamina, tiramina, trimetilamina,
hipoxantina y pH) los contenidos de bases voldtiles totales.

En este segundo ensayo se acortd el tiempo de estudio a
temperatura - ambiente (36 horas) puesto que los aumentos
importantes de todos los parametros estudiados tenfan lugar
entre las 89 y las 24 horas, y por el contrario se prolongd
el tiempo de estudio en el ensayo a 4 grados centigrados
(144 horas = 6 dlas), ya que con el tiempo considerado en el
Primer ensayo solo se efectuaron dos tomas de muestra
después de que empezaran aumentar los contenidos de los
parametros estudiados.

En esta segunda experiencia los aumentos importantes de
histamina y tiramina a temperatura ambiente se produjeron
también a partir de las 9 horas, como se nuestra en la
figura 21. Ambas aminas experimentaron un aumento brusco
entre las 8 y las 24 horas, de modo semejante a lo que
habia sucedido en el primer ensayo.
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En cuante a los niveles obtenidos, partiéndose también
de niveles bajos de ambas aminas (0.6 ppm de histamina y 0.1
ppn de tiramina) los contenidos de tiramina a las 36 horas
estaban muy por debajo de los de histamina (situacidn gue se
daba en el primer ensayo).

Sin embargo, el nivel final alcanzado por los contenidos
de tiramina fue mas alto que en la primera experiencia
llegando=se a las 721 ppm a las 38 horas, frente a las 100
PPm que se alcanzaron en el primer ensayo, en este mismo
tiempo.

Los contenidos de histamina a las 36 horas a temperatura
ambiente tampoco coinciden, pPerc en este caso las
diferencias son menos importantes, mientras que en el pimer
caso se encontraban del orden de 2800 ppm, en el segundo se
alcanzaron alrededor de 2200 ppn.

En el ensayo a 4 grados centligrados (fig 22), a las 48
horas se habla producido un aumento en el contenido de ambas
aminas. Estos incrementos aparecieron de modo mids precoz en
nuestra primera experiencia (donde lo hicieron a partir de
las 48 horas). No obstante los niveles alcanzados a las 48
horas eran relativamente bajos y el aumento mds importante
se partir de este tiempo sobre todo en cuanto a histamina.

Aunque el estudio se prolongd hasta 114 horas (8 dias),
tampoco sse alcanzaron niveles tan altos como los obtenidos
a temperatura ambiente en periodos de tiempo mucho mds
cortos. '

El nivel mds alto que alcanzd la histamina fue de 754
ppm, mientras que el contenido en tiramina llegd hasta
alrededor de 240 ppm.

Al igual que en el primer ensayo. tanto a temperartura
ambiente como en recuperacidn se obtuvieron contenidos mds
elevados de histamina que de tiramina.

En cuanto al estudio de comportamiento de la hipoxantina
durante el segundo ensayo (fig. 22) destacaremos en primer
lugar que se partia de un valor inicial sensiblemente mds
alto que en el primer ensayo, peroc el aumento brusco de los
contenidos de este ompuesto aparecid también entre las 8 y
las 12 horas a temperatura ambiente (al mismo tiempo que las
aminas bidgenas).

En la experiencia a 4 grados centigrados el aumento de

hipoxantina, fue, en este caso, mas tardioc que el de las
aminas bidgenas.
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Los niveles de hipoxantina que se determinaron fueron
semejantes a los del primer ensayo: alrededor de 2300-2500
PPm a temperatura ambiente a las 36 horas y mds de S00 ppm a
las 61 horas a 4 grados centlgrados.

El comportamiento en cuanto a las variaciones de pH
durante el proceso (fig. 22) fue algo distinto al del primer
ensayo. A temperatura ambiente, el aumento del valor de este
parametro de observd a partir de las 15 horas al igual que
en el primer ensayo.

La diferencia entre ambas experiencias estriba en que en
el primer ensayo el aumento de ©pH entre las 15 y las 30
horas fue bajo, de 6.23 a 6.71 mientras que en el segundo
ensayo se produjo un aumento superior en este mismo
intervalo de tiempo.

A 4 grados centligrados se observd que el aumento de pH
se daba a partir de las 72 horas de almacenamiento, lo cual
coincide perfectamente con los resultados obtenidos en el
Primer ensayo a esta temperatura, Yya gque no se hablan
apreciado aumentos significativos en el pH sobre todo en el
periodo de estudio ( que fue de 73 horas).

En el perfil de evolucidn de los contenidos de
trimetilamina (fig. 24) se puede observar que el contenido
de este compuesto a temperatura ambiente reveld un

primeraumento a las 9 horas, si bien, el nivel alcanzado en
este tiempo fue relativamente bajo, 47.2 ppm, mientras que
sbdlo al cabo de 2 horas después (11 horas) fue de 138 ppm.
Asl pues, también en este caso practicamente coinciden el
inicio de la formacidn de trimetilamina y el inicio de la
formacidn de aminbas bidgenas.

Los contenidos de trimetilamina a lo largo de este
segundo ensayo fueron sSuperiores a los de tiramina e
inferiores a los de histamina (lo mismo hab?a sucedido en
nuestro primer ensayo).

En un estudio semejante (COGUL, 1987) en el que también
se mantuvo el boquerdn a temperatura ambiente durante el
mismo periodo de tiempo (368 horas), si bien sdlo se
estudiaba la tiramina y la +trimetilamina, 1los niveles
finales alcanzados en ambos pardmetros fueron inferiores a
los hallados en este trabajo.

A temperatura controlada de 4 grados centigradoz el
aumento significativo de trimetilamina fue observado a
partir de las 36 horas. Al igual. gque en la prueba a
temperatura ambiente a 4 grados, se produjo un adelanto en
el tiempo en que empezaba a aumentar la trimetilamina
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respecto al primer ensayo Yy respecto a la formacidn de
aminas bidgenas. No obstante, a esta temperatura de
refrigeracidn las cantidades de trimetilamina empiezan a ser
realmente elevadas alrededor de las 48 horas.

Paralelamente a 1los anteeriores pardmertros se estudid
también en este segundo ensayo el comportamiento de las
"bases volatiles totales" (fig.23). Bajo este nombre se
incluyen ademads de la trimetilamina a otros compuestos
volatiles que destilan en medio alcalino.

Los niveles de bases volatiles totales fueron mds
elevados, lbgicamente que los de trimetilamina, y sSu aumento
tanto a temperatura ambiente como a 4 grados mostrd un
perfil paralelo al de la trimetilamina.

En resumen: en ambas experiencias se observaron
incrementos considerables de histamina y tiramina entre las
S y las 24 horas a temperatura ambiente.

En este mismo periodo de tiempo se produjeron también
los aumentos importantes de los demds ©parametros quimicos
estudiados, con la excepcidbn, quizds, del pH cuyo aumento
parece presentar un cierto retraso.

A cuatro grados centigrados los aumentos en el
contenido de aminas bidgenas se observaron en un periodo de
tiempo entre las 36 y 48 horas.

El incremento de aminas a esta temperatura baja, puuede
explicarse puesto que determinados microorganismos mesdfilos
como Klebsiella pneumoniae y Clostridium perfringens pueden
mantener a 4 grados centigrados, su actividad aminodcido
descarboxildsica. Aungque a esta temperatura, no se
multipliquen (Baranowski y col., en PAN y JAMES, 1985).

De ellos se deduce que si se rompe en algdn punto la
cadena de frio wutilizada normalmente para conservar los
productos pesqueros y estos microorganismos se multiplican,
aunque luego se mantengan las temperaturas bajas, la
capacidad formadora de aminas bidgenas permanece.

Adem&s segin la bibliografla existen microorganismos
psicrdfilos con actividad aminodcido descarboxildsica como
Citrobacter freundii que ademds de psicrdfilo es haldfilo
(FRANK y col, 1985)(respecto a este microorganismo habra que
Prestar especial interés en el caso de productos mantenidos
en salazén vy refrigeracidn como en el caso de las
semiconservas de anchoa.
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Dado que wuno de los objetivos de esta tesina era
estudiar la validez de 1las aminas bidgenas como indicadores
del grado de deterioro del pescado (concretamente en este
caso de boqueron),se ha realizado finalmente un estudio de
correlacidn entre la evolucidn de estas aminas y la de otros
parametros estudiados (trimetilamina,hipoxantina, bases
volatiles totales y ©pH) gque de alguna manera son los
parametros que clidsicamente se utilizan para conocer el
grado de frescura de estos productos.

As? se calculb el coeficiente de correlacidn entre la
histamina y la tiramina a temperatura ambiente y a 4 grados
centigrados y los citados pardmetros analifticos. Esta
correlacidn resultd muy significativa en la mayor{fa de los
casos como se muestra en las tablas 17 y 18 , en las que
ademds del coeficiente de correlacidn (r) también figuran
los correspondientes grados de significacidn (P).

En definitiva, consideramos que en base a los resultados
obtenidos en este estudio queda en principio demostrada la
posibilidad de utilizar las aminas bidgenas como indicadores
del grado de deterioro de boquerones. Para poder
extrapolar esta utilidad a otros tipos de ©pescados seria
necesario plantear en los mismos, estudios similares al que
es objeto de esta memoria, ya que pueden existir diferencias
en funcidn del tipd de producto al igual que pueden existir
variaciones dentro de un mnismo tipo en funcidn de 1los
factores estacionales, del modo de captura, etc. Estos
inconvenientes,no obstante, se reproducen igualmente en
otros de los parametros de frescura considerados y ello hace
que sea muy dificil establecer unos limites estrictos de
contenidos que permitan definir una determinada calidad del
pescado. Para estudiar esta posibilidad obviamente serdn
necesarios estudios posteriores que contemplen al menos
todas las variables sefnaladas.
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Tabla 13 Evolucidn de Histamina, Tiramina, Trimetilamina,
hipoxantina y pH a lo largo de la descomposicién de boquerdn
(Engraulis encrasicholus) mantenido a temperatura ambiente
(primer ensayo).

TIEMPO HISTAHMINA TIRAMINA THA® HIPOXAN= pH
(horas) (ppm) (ppm)
2 5.1 nd=® 0.2 267 6. 14
=) 7.0 0.2 7.5 366 8.20
8 7.3 0.8 8.2 585 6.21
13 6.3 nd - - 6.21
15 24.3 12 5.0 1085 B8.23
20 296.8 24.4 96.3 1874 6.28
24 1770.0 46.7 126.1 - 6.87
27 2478.0 76.3 177.8 2017 6.63
30 2809.0 59.3 - 2120 6.71
33 2937.0 80.4 174.1 1996 8.80
36 29862.0 86.9 203.7 2271 6.63
39 3371.0 77.5 185.3 2351 6.74
43 3471.0 76.0 215.7 3365 6.889

Tabla 14 Evolucidn de Histamina, Tiramina, Trimetilamina,
Hipoxantina y pH a lo largo de la descomposicién de boquerdn
(Engrauli encrasicholus) mantenido a 4°C (ler ensayo).

TIEMPO HISTAMINA TIRAMINA THA® HIPOXAN= PH

(horas) (ppm) (ppm)
0 5.1 nd= nd 2687 6.14
13 4.7 0.04 nd 376.9 6.17
26 6.5 0.40 nd 409.0 6.16
37 7.0 0.35 nd 756.6 6.22
49 2.7 0.50 nd 768.9 6.30
61 685.5 12.85 64.63 926.4 6.29
73 107.78 53.3 104. 47 - 6.30

(1) TRIMETILAMINA
t2): HIPOXANTINA

t2): no detectado
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Tabla 15 Evolucidn de Histamina,

Bases VolAtiles Totales,
la descomposicidn de

mantenido a T ambiente.

TIEMPO?

2

5

S
11
15
20
24
27
30
33
36

HISTAMINA TIRAMINA THA= BVT=
0.6 Qi1 3.8 126
1.2 0.3 5.9 -
4.2 4.1 42.7 259

82.0 175.0 138.0 380
217.0 250.0 189.0 431
683.0 328.0 218.0 700

1365.0 325.0 254.0 1190

2025.0 453.0 388.0 1836

1823.0 468.0 3382.0 2271

2184.0 592.0 403.0 2312

2233.0 721.0 548.0 2511

Histamina, Tiramina,

Tabla 168 Evolucidn de
Bases VolAtiles Totales,
la descomposicidn de

mantenido a 4°C.

TIEMPO?

2
12
24
36
48
60
72
86
97
10
19
31
43

€1
(=232
€3 =
L T

boquerdn
(2® ensayo)

boquerdn
(2° ensayo).

Hipoxantina y pPH a
(Engrauli encrasicholus)

HISTAMINA TIRAMINA

287.0
370.0
544.0
588.0
754.0
677.0
833

en HORAS

TRIMETILAMINA

Tiramina,
Hipoxantina y pH a
(Engrauli encrasicholus)

Trimetilamina,
lo largo de

483
586
617
1273
1387
1522

1869
2352
2548
2453

HIPOXAN< pH

6.11
6.11
6. 18
6.08
6. 15
6.38
8.53
8.63
6.94
6.98
7.03

Trimetilamina,
lo largo de

THMA=

3.8
10.86
17.9
64.2
187.0
230.0
292.0
237.0
241.0
239.0
281.0

246.0

BASES VOLATILES TOTALES

HIPOXANTINA

114

BVT=

126
222
355
406
604
1015
1234
1275
1387
1328
1113
1153
1228

HIPOXAN* pH

483
527
666
793
635
820
1227
1263
1397

1558
1830
1813

6.11
6.01
6.10
8.12
6.14
B6.05
6.05
6.20
B6.24
6.54
6.50
6.73
6.69



Figura 18. Evolucién de 1los contenidos de histamina
tiramina y trimetilamina durante la descomposicidén de
boqueron , a temperatura ambiente y a 4° ( Primer ensayo)
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Figura 20 .Evolucién de los contenidos de hipoxantina y del
pH durante 1la descomposicidén del Dbogquerdn,a temperatura
ambiente y a 4° (primer ensayo)
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Figura 21. Evolucidén de 1los contenidos de histamina y de
tiramina durante la descomposicidn del bogquerdn a
temperatura ambiente y a 4° (segundo ensayo).
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Figura 22. Evolucidén de 1los contenidos de hipoxantina y
del pH en la descomposicidn del ©boquerdn a temperatura
ambiente y a 4 °C (segundo ensayo).
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Figura 23. Evolucidén de los contenidos de trimetilamina y de
bases volatiles durante la descomposicidn del bogquerdn a
temperatura ambiente y a 4 °C (segundo ensayo)
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Tabla 17— Estudio de la

TIRAMINA
HISTAMINA

HISTAMINA
HIPOXANTINA
HISTAMINA
THA

HISTAMINA
pH

TIRAMINA
HIPOXANTINA

TIRAMINA
PH

TIRAMINA
THA

11

11

11

11

11

AMBIENTE

0.8727

0.8910

0.8488

0.9818

0.8766

0.6331

0.8840

88.89

99.9

88.9
99.9
88.89

97.5

99.9

120

correlacidén de Histamina y Tiramina
con los demds pardmetros estudiados.

(ler ensayo).

NEVERA
G.L. r P %
5 . 0.9869 99.9

correlacidn no signif.

5 0.9991 88.0

correlacidn no signif.

5 0.9483 99.9

correlacidn no signif.

8 0.9364 S8.9



Tabla 18 Estudio de la correlacidn de Histamina y Tiramina
con los demds pardmetros estudiados. (2° ensayo).

AMBIENTE NEVERA

G.L. r P % G.L. r P %
TIRAMINA _
HISTAMINA g 0.9338 99.9 9 0.7831 99.5
HISTAMINA
HIPOXANTINA 8 0.8851 99.9 11 0.9552 99.9
HISTAMINA
THA g 0.94768 99.9 10 0.7763 899.5
HISTAMINA
PH g 0.9381 99.9 11 0.8555 99.9
HISTAMINA
BVT 8 0.96863 98.9 11 0.8814 99.9
TIRAMINA
HIPOXANTINA 8 0.9738 99.9 11 0.8814 98.9
TIRAMINA o
pH 9 0.9191 99.9 12 0.7710 g99.5
TIRAMINA
THA g 0.9879 99.9 10 0.9589 939.8
TIRAMINA g
BVT .9 0.9384 99.9 11 0.9427 938.9
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8.- CONTENIDOS DE HISTAMINA Y TIRAMINA EN CONSERVAS Y
SEMICONSERVAS DE PESCADO

8. 1- MUESTRAS ESTUDIADAS

Puesto que en pescados frescos el contenido de aminas
bidgenas es muy bajo y aumenta a medida que se avanza en el
proceso de descomposicidn de estos productos, cabe suponer
que niveles altos de estas aminas en conservas serlan
indicativos de wuna mala calidad de materia prinma, en el
sentido de gque la misma no fuera lo suficientemente fresca.
En 1la elaboracidén de conservas de pescado intervienen
tratamientos térmicos que destruyen la flora microbiana, por
ello la formacidn de estas aminas (ligada a la accidn
bacteriana) es previa a estos tratamientos, que ©Ppor otra
parte resisten debido a su caradcter de aminas no voldtiles.

En el caso de las semiconservas de pescado estabilizadas
Pero no esterilizadas, las aminas bidgenas pueden =ser
indicativas de mala calidad de la materia, prima pero
también pueden ser consecuencia de la actividad microbiana
que participa en la maduracidén de estos productos o también
de posibles contaminaciones bacterianas durante este proceso
(esta cuestidn e=tid todavia =in resolver).

La segunda parte de nuestro trabajo consistid en
efectuar un sondeo de mercado para estudiar los contenidos
de histamina y de tiramina en distintos tipos de conservas y
semiconservas. Concretamente se analizaron 15 muestras de
conservas de atdn, 12 muestras de conservas de sardina, 5
muestras de caballay y 5 de arenque Yy ademas 15 de
semiconservas de anchoa. Dentro de cada grupo se estudiaron
productos de distintas marcas comerciales.

8.2.— RESULTADOS

En las tablas 19 y 19-bis se muestran los resultados
obtenidos en cuanto a los contenidos de histamina y de
tiramina en las muestras estudiadas. Se incluye ademds, para
cada tipo de muestra, su forma de elaboracidnso en productos
de un mismo tipo.

Se efectuaron analisis de la varianza, para comprobar si
exixXtlan diferencias estadisticamente =significativas entre
las concentraciones medias de histamina y de tiramina en
los distintos tipos de muestras estudiadas.

Asi, en primer 1lugar de compararon los contenidos de
ambas aminas entre conservas y semiconservas.
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Tabla 19 Contenido de histamina y tiramina en conservas ¥y
semiconservas de pescado.

———— i — T T o T o o S o o T i o —  —— — ————————————— ——————————

TIPO MODO CONTENIDO CONTENIDO
di de HISTAHINA TIEAHINA
PESCADO ELABORACION

Atdn migas en aceite 12.50 7.75
12.15 3.80

en aceite 30.85 0.60

' 13.30 0.80

4.35 0.865

6.385 0.50

8.75 0.860

5.385 0.45

en escabeche 1.50 5.15

' 2.10 1.35

frito en aceite 19.20 0.50

pPaté escabeche 15.45 2.75

Sardinas en aceite ' 14.75 1.10
' 16.30 1.65

g.70 2.00

14.30 8.90

15. 45 1.55

4.40 1.55

7.90 2.00

en escabeche 7.30 .30

10.50 0.70

20.80 1.40

11.35 1.40

12.90 1.30

Anchoas en aceite 22.30 66.40
37.20 15. 10

31.80 35.80

21.45 19.90

60.80 62.24

59.50 48. 14

687.95 45. 10

50.80 35.90
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Tabla 19-bis Contenido de histamina y tiramina en conservas
y semiconservas de pescado.

TIPO MODO CONTENIDQ CONTENIDO
de de HISTAMINA TIRAMINA
PESCADO ELABORACION
Anchoas en aceite 7.70 22.20
12.70 14.91
25.30 20.865
paté 42.40 14.980
Anchoas de en aceite 219.20 14.35
1’Escala 13.95 14.3
al natural 2.45 1.3
Caballa en aceite 9.35% 2.60
28.30 1.05
9.65 1.25
16. 10 0.80
al natural 6.60 1.25
Arenques en aceite 9.30 0.15
en salsa 2.65 0.90
1.35 1.60
1.39 8.50
ahumados 2.00 8.45

——————— — ——— — ——— —— —— — - —— -_—
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Tabla .20 Andlisi=s de la varianza entre los contenidos de
histamina y de tiramina en conservas y en sSemiconservas

— —— e . S e e e T

HISTAMINA
CONSERVAS SEMICONSERVAS
X = 10.85 Y =36.66
n = 34 n =12

P=0.053; GL = 1344 Fe = 4.08
Fax= 46. 16
CONCLUSIiON : X # Y
TIRAMINA
__________ CONSERVAS "SEMICONSERVAS
X = 2.30 Y =33.27
n = 34 n =12
HIPOTESIS: Ho = X = Y
P=0.05; GL = 1.44 Fe = 4.086
Fex= 91.86

—— ————————— —— S S - S S S S S —

CONCLUSION : X # Y

A la vista de estos resultados podemos conclulr que los
contenidos medios de histamina y de tiramina en conservas y
semiconservas muestran diferencias estadisticamente
significativas, siendo mas elevados en semiconservas.

Puesto que en el grupo de las conservas se inclulan
diferntes tipos de productos, se realizd igualmente un
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andlisis de la varianza para comprobar si existfan o no
diferencias estadisticamente significativas entre los dos

tipos de pescado de los que se disponia de wun mayor numero
de muestras (tabla 21)

Tabla 21. Anadlisis de la varianza para comprobar los

contenidos de histamina y de tiramina entre conservas de
atdn y de sardinas

i e S s . — T — —— . o .

HISTAMINA
ATUN SARDINAS
X = 10.30 Y =12.24
n = 12 n =12

HIPOTESIS: Ho = X = Y
P = 0.05

i GL = 1.22 F. = 4.30
Fax= 0.73
CONCLUSIiON = X = Y
TIRAMINA
ATUN SARDINAS
X = 2.08 Y =2.17
n = 12 n =12
HIPOTESIS: Ho = X = Y
P=0.053 GL = 1.22 Fe = 4.30
F-x:: 0.01

———— —— —————————— —— T —— i S —————————————— ——— T — i T T T ! T — T — T S S .

CONCLUSION : X =Y
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De este 2ltimo andlisis se deduce que los contenidos
medios de histamina, al igual que los de tiramina, entre
conservas de atin y de sardina no presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Se efectuardn ademds andlisis de la varianza para
determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre 1los contenidos medios de histamina y
los de tiramina en los en cada uno de 1los distintos tipos
de productos estudiados.

En la tabla 22. aparecen los datos correspondientes a
este andlisis para las semiconservas y en la tabla 23 los
que corresponden a las conservas (atn .y sardinas).

Tabla 22 Comparacidn entre los contenidos de histamina y de
tiramina en semiconservas de anchoas, mediante el andlisis
de la varianza. :

HISTAMINA TIRAMINA
X = 36.66 Y =33.30
n = 12 n =12
HIPOTESIS: Ho = X = Y
P=0.05; GL = 1.22 Fe = 4.30
Fax= 0. 186

—— i ————— ————— —— - —— —
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Tabla 23.Relacidén mediante andlisis de la varianza, entre
los contenidos medios de histamina y tiramina en conservas
de atidn y de sardinas

ATUN
HISTAMINA TIRAMINA
X = 11.12 Y =2.06
n = 12 n =12

HIPOTESIS: Ho = X = Y

P=0.05; GL = 1.22 F. = 4.30
Fax= 22.00
CONCLUSiON : X = Y
SARDINAS
HISTAMINA n TIRAMINA
X = 12.14 Y =2.17
n = 12 n =12
HIPOTESIS: Ho = X = Y
P=0.05; GL = 1.22 F. = 4.30
- Faex= 48.21

CONCLUSiON : X = Y

De los resultados de este analisis se deduce que no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre
los contenidos medios de histamina y de tiramina en
semiconservas de anchoa, mientras que sl existen en el caso
de las conservas de atidn y de sardinas,
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8.3—- DISCUSION

En primer lugar cabe sefialar que los resultados
obtenidos en las diferentes muestras estudiadas, revelan una
amplia dispersidén de resultados en cuanto a los contenidos,
tanto de histamina como de tiramina y no sdlo en funcidn del
tipo de producto sino también entre diferentes muestras de
un mismo tipo. Esta dispersion queda reflejada en la
figura 24,en la que se han representado los contenidos
medios y las desviaciones estdndard correspondietes a la
histamina y la tiramina de cada wuno de los tipos de nuestra
analizados.

Destaca de esta figura, que los contenidos medios tanto
de histamina como de tiramina en semiconservas de anchoa son
mas elevados que 1los de las otras muestras estudiadas
(conservas).

A pesar de que la dispersidén es imporante, mediante un
andlisis de la varianza y asumiendo un nivel de riesgo de
..= 0.05, se comprobd que en efecto los contenidos medios de
amnbas aminas bidgenas eran estadfsticamente mas elevadas en
semiconservas de anchoa que en los productos de conserva
considerados.

Conservas de atin, sardinas, caballa y arenques.

Para apreciar mejor los diferentes conrtenidos de aminas
bidgena=s presentes en estos tipos de muestras, se han
representado graficamente en forma de histogramas:
fig.25 para las conservas -de attn, fig.26 para las conservas
de sardina y fig.27 para las de caballa y arenques.

En los tres grupos de conserva se observan contenidos
variables; los intervalos de concentracidn hallados son los
siguientes (valores en ppm):

Atdn Sardina Caballa-Arengue
Histamina 1.5-80.95 4.4-186.3 1.35—28.30
Tiramina Q. 5=7.75 0.7-8.9 0.80-9.50

La posibilidad de que puediesen existir diferencias
atribuibles al modo de elaboracidn (en aceite, tomate...) no
ha sido considerada, debido a que en principioc estos
procesos no estdn relacionados con una mayor O menor
actividad microbiana. De hecho, ya se ha comentado que en
las conservas de pescado los contenidos de aminas bidgenas
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presentes en el producto acabado, reflejan exclusivamente el
contenido de estas sustancias en las materias primas;
siempre y cuando no se trate de productos sometidos a
procesos de fermentacidn/maduracidn o bien, que no se hallan
producido contaminaciones microbianas posteriores a su
Procesamiento. Asl pues, no es principio ldgico que existan
diferencias atribuibles al modo de elaboracidn antes
eludido. Ello ha sido no obstante comprobado por el grupo de
TOXICOLOGIA DE MAJADAHONDA (1982); MIETZ y KARMAS (1977) y
TUAN TSAI (1981). Sin embargo, una cuestidn diferente y que
probablemente requeriria un estudio mads detallado, seria la
posibilidad de que existieran diferencias en la calidad de
las materia primas destinadas a la .elaboracidn de 1los
distintos tipos de conservas.

En relacion con los trabajos realizados previamente por
otros autores, respecto a productos igualmente espafoles,
cabe sefialar que los contenidos mdximos hallados en nuestro
estudio son algo mas elevados. Asi el GRUPQO TOXICOLOGICO DE
MAJADAHONDA (18S82), en un estudio realizado para estos
mismos tipos de conservas observaron que los niveles eran
mads altos en atdn que en sardinas.

Los contenidos de histamina determinados en nuestro
estudio son mds altos que los sefialados por otros autores en
productos enlatados espafioles.Asl, el GRUPO TOXICOLOGICO DE
HAJADAHONDA (1882) encuentra contenidos relativamente bajos
en conservas de - atdn y de =sardinas. FERNANDEZ y MACKIE
(1987) en un estudio de 1los contenidos de aminas en
conservas de sardinas elaboradas y comercializadas en Espana
determinaron contenidos también bajos de esta amina, de 0 a

S ppn.

En relacidn con productos extranjeros, en cuanto a la
tiramina, sucede lo contrario; para las conservas de atfin se
sefialan contenidos de tiramina que van desde O hasta 9S00 ppm
(WORTBERG y col, 1881; HUIy TAYLOR, 1883; SCHUTZ y ZIMMERMAN,
1980), mientras que en las 12 muestras de atdn que se
analizaron en nuestro trabajo en ningin caso se se superaron
las 10 ppm de tiramina.

También cabe citar, que en relacidn con trabajos
anteriores, se observa una diferencia entre nuestro
resultados y los hallados por el GRUPO TOXICOLOGICO DE
MAJADAHONDA (1972). Este grupo concluyd que existfan niveles
m&ds elevados de histamina en conservas de atdn que en
conservas de sardinas, mientras que en nuestro caso dicha
diferencia no se ha establecido.
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En los los histogramas correspondientes a los contenidos
de histamina y tiramina de las conservas estudiadas (fig.25,
26 y 27) se observa claramente que, en funcidn de los
intervalos de concentracidn senalados, aparecen para cada
muestra, en la gran mayoria de los casos, niveles de
histamina superiores -a los de tiramina, llegdndo a
alcanzarse diferencias significativas en algunas de las
concentracidnes halladas. Asil en las conservas de atdn, sdlo
en una nuestra, la n® B, no se observd tendencia (dnico
caso en que los niveles de tiramina fueron superiores a los
de histamina).En cuanto a las conservas de sardina, no se
observd ninguna excepcidn a esta tendencia.

Mediante el andlisis de la varianza se demuestra que el
contenido medio de histamina es mads elevado que el de
tiramina en estos productos.

De las conservas de caballa y arenques consideramos que
no se pueden hacer comentarios al respecto puesto que el
nimero de muestras estudiadas era mds bajo.

Semiconservas de anchoa.

Mencidn especial merecen el caso de las semiconservas de
anchoa ya que en este tipo de productos, tanto los
contenidos de histamina c¢omo los de tiramina, resultaron
significativamente mds altos que en el caso de productos en
conserva, tal como vya se habla senalado.

Los intervalos de concentracidén hallados en este caso
fueron:

- Histamina: 2.45 - 67.95

- Tiramina: 1.30 - 66.40

En estos intervalos no se han contemplado los contenidos
de wuna muestra de Anchoas de L'Escala que presentaba un
nivel de histamina muy elevado (219 ppm) si bien su
contenido en tiramina, (14,35 ppm) estaria incluido dentro
de los limites de concentracion encontrados para las
muestras de este tipo.

A diferencia de las conservas, en las semiconservas de
anchoa no se observa una clara diferencia entre los
contenidos de ambas aminas, ni considerando los contenidos
minimos y maximos hallados en el conjunto de productos de
este tipo, ni considerando las muestras individualmente
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(Anicamnete en dos casos, muestras n® 1 y 11 se presentaron
contenidos m&s elevados de tiramina que de histaminal).
Igualmente mediante el andlisis de la varianza se confirmd
que en estos productos, a diferencia de ennlas conservas, no
existen diferencias estadisticamente significativas de ambas
aminas.

Una posible explicacidn de los contenidos mds altos de
histamina y tiramina (respecto a las conservas) podria
derivarse de las caracteristicas propias de su proceso de
elaboracidn

Las semiconservas de anchoa se elaboran a partir de
pescados de la especie Engraulis encrasicholus que son
sometidos a un proceso de salado prensado y maduracidn y que
cuando se han alcanzado las caracteristicas organolépticas
adecuadas, =se estabiliza mediante la adicidén de wvinagre,
aceite o salmuera. Por tanto, existe una diferencia
fundamental entre las conservas y las semiconservas de
anchoa, ya que estas uUltimas estdn sometidas a un proceso de
maduracidn—-fermentacidn en el que pueden participar
microorganismos con actividad tirosin-descarboxildsica
(SANTOS-BUELGA, 1984).

Su posterior procesamiento como semiconservas,que no
incluye tratamiento térmico a diferencia de la elaboracién
de conservas, implica gque la maduracidén no cesa y tanto el
crecimiento de microorganismos como la posterior formacidn
de aminas pueden prolongarse durante el almacenamiento. De
hecho estos productos tienen una duracidn limitada de seis
meses y deben mantenerse en refrigeracidn (precaucidn que no
siempre se observa).

Asl, en definitiva, las aminas bidgenas encontradas en
este tipo de productos pueden responder a varios origenes:

- consecuencia de la actividad aminodcido
descarboxildsica de 1los microorganismos responsables de la
maduracidn

- fruto de la actividad de microorganismos responsables
de contaminaciones no deseadas en la materia prima o durante
los procesos de elaboraciodn

- fruto de .la actividad bacteriana ,en el producto una
vez elaborado, si el mismo se mantiene en condiciones
inadecuadas fundamentalmente de temperatura de modo que se
encuentre favorecido el desarrollo de microorganismos.
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Dado que COGUL (1987)comprobd que a en boquerdnes en
vinagre elaborados también a partir de la especie
Engraulis encrasicholus y procesados como semiconservas
pero sin haber sido sometido al proceso de maduracidn tan
prolongados, los, contenidos en tiramina eran notablemente
inferiores (menores de 2.3 ppm),cabe pensarque en efcto el
prcoceso de maduracidén conlleva a una formacidn de estas
sustancias. Obviamente a esta formacidn, no necesariamente
la " dnica responsable del contenido final de aminas se
afadirlan las que de por si1 tuvieran las materias primas.

Desde wuna perspectiva toXicolégica  podemos concluir,
que sSi se aceptan como limites de riesgo para la produccidn
de migrafia las dosis de 10-18 mg de tiramina propuestas por
EDWARDS y SANDINE (1881),ninguna de las muestras de
conservas Yy semiconservas de pescado que se analizaron
representaria un peligro toxicoldgico, siempre y cuando se
considerase un consumo razonable de las mismas.

No deben olvidarse sim embargo, el aporte de histamina y
tiramina pon otros alimentos que eventualmente podrian
también contenerlas.

Mencidn especial merece el caso de 1los pacientes
tratados con medicamentos de tipo IMAO, ya que en estas
circunstancias el 1limite de tolerancia para la tiramina es
mds bajo ( 6 mg ) (EDWARDS y SANDINE , 1987).

Como en el caso de la tiramina debe de considerarse
ademds del peligro toxicoldgico de las intoxicaciones
histaminicas, que se ©presenten con mayor frecuencia en
individuos histamino sensibles, las interacciones con otros
alimentos que contengan sustancias de accion sinérgica y la
intaraccidn con medicamentos de tipo IMAO.

Durante estos tratamientos es habitual recomendar una
reduccidn del consumo de alimentos susceptibles de presentar
contenidos altos de estas aminas. Nuestros resultados, sobre
todo en e caso de las semiconservas de anchoa, vienen a
corroborar la conveniencia de esta recomendacidn, siempre y
cuando el verdaderc limite de tolerancia se encuentre en 6
mg de tiramina.

En cuanto a la posibilidad de que se produzcan
"intoxicaciones histaminicas", la valoracidn de este riesgo
en los productos estudiados se hace mas dificil debido a las
discrepancias existentes entre los diferentes autores a la
hora de marcar un limite maximo admisible. As? se han
sefialado cifras que oscilan entre 50 y. 600 ppm. (Ienistea,
1973 en CHAMBERS y SRTARUSZKIZWICZ, 1978; BARANOWSKY vy
BRUST, 1984; TAYLOR y col., 19843 Karolus y col. 1989).
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Si consideramos el criterio mds exigente (50 ppm) sdlo
el consumo de algunas semiconservas serla susceptible de
provocar sintomas de intoxicacidn y por el contrario ninguna
de las mnuestras estudiadas las provocaria si el verdadero
limite de tolerancia fueran 600 ppnm.
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Fig 25 Contenidos de histamina y de tiramina en conservas de
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Figura 27. Contenidos de histamina y de tiramina en
conservas de caballa y arenque.
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Figura 28 Contenidos de histamina y de tiramina en
semiconservas de anchoa.
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9.—_CONTENIDOS DE HISTAMINA Y TIRAMINA EN SEMICONSERVAS DE

ANCHOAS A LO LARGO DE SU PERIODO DE CONSERVACION.

S.1.- PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y MUESTRAS ESTUDIADAS.

Tras el estudio de los contenidos de histamina y de
tiramina en conservas Yy semiconservas, y dado que en estas
los contenidos en aminas eran siempre superiores, se planted
un estudio para determinar si en este tipo de productos
(semiconservas de anchoa en aceite' concretamente) se
observaba un aumento en los contenidos de aminas bidgenas
durante el periodo de almacenamiento del producto acabado.

Se tomé un grupo de-S latas de semiconserva de anchoa,
de la misma marca comercial y pertenecientes a un mismo lote
de fabricacién. De una primera lata, se analizd su contenido
en histamina y en tiramina inmediatamente después de su
adquisicidn, tras haber retirado de la lata el aceite de
cobertura, y de homogenizar convenientemente.

El resto de las latas se guardaron sin abrir hasta el
momento de su andlisis, que en todos los casos fue precedido
por las operaciones antes descritas.

Cuatro de estas latas se mantuvieron en refrigeracidn a
4 grados centigrados, y las otras 4 se guardaron a
temperatura ambiente.

Recordemos que las semiconservas de pescado son
productos estabilizados, pero no esterilizados y por tanto,
la actividad bacteriana puede permanecer en el ‘"producto
acabado". Por ello las semiconservas tienen una durabilidad
mds corta que las conservas y ademds debe guardarse en
refrigeracidn.

El estudio en paralelo de estos dos subgrupos ( a 4
grados y a temperatura ambiente) tiene como objetivo conocer
el efecto de la temperatura en el periodo de almacenamiento
post-elaboracidn.

El perioodo de estudio se prolongd hasta 8 meses a
partir de la fecha de elaboracidn, con 1lo cual se abarca
toda la vida comercial de estos productos (durabilidad 6
meses).
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9.2.- RESULTADOS

En la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos en
las determinaciones del contenido de histamina y de tiramina
en los dos subgrupos de estudio, a lo largo del tiempo que
durd el ensayo.

Tabla 20 Contenidos de histamina y tiramina en semiconservas
de anchoa a 1lo largo de su almacenamiento a temperatura
ambiente y en refrigeracidn.

-— ——— —— _—

TIEMPO HISTAMINA ppm TIRAMINA ppm
meses 4° C. T= Ambiente 4< C. T= ambiente
2 25.28 20.65
3 15.50 12.70 14. 10 24.30
4 13. 10 9.40 17. 10 23.30
8 15.45 116.95 17.85 21.85
8 1. 10 210.00 23.25 24.80

El lote de anchoas sometido a estudio habila sido
fabricado dos meses antes de su adquisicidn y por ello el
primer tiempo considerado ha sido de dos meses.
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9.3.- DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de
manifiesto que no se observa aumento significativo en el
contenido de estas dos aminas durante los primeros cuatro
meses de almacenamiento, sinque la temperatura ejerza al
respecto efectos apreciables en este periodo de tiempo(Fig.
29).

Sin embargo, a partir de los 6 meses se observd un
aumento en el contenido de histamina en las semiconservas de
anchoas, que hablan sido mantenidas a temperatura ambiente,
mientras que en las semiconservas almacenadas en
refrigeracidn los contenidos de histamina se mantuvieron
igualmente bajos.

En cuanto a los contenidos de tiramina observamos gue se
mantienen relativamente constantes durante los 8 meses que
se prolongd el estudio.

En cualquier caso cabe destacar que si bien en nuestro
estudio se observaron aumentos claros en el contenido de
histamina, ello sdlo sucede si el almacenamiento se realiza
a temperatura ambiente y tras un periodo de tiempo largo,
superior al de la vida comercial de este tipo de productos
(68 meses).

Debemos senalar igualmente que las oscilaciones
obtenidas en los resultados 'de los contenidos de aminas
pueden justificarse en base a variaciones derivadas de la
plicacidén en cada caso del protocolo analitico, y también
sobretodo, a posibles diferencias interindividuales entre
las nuestras de un mismo lote. Este dltimo factor de
variabilidad, es no obstante inevitable si no se recurre a
una homogeneizacidn previa de toda la muestra a estudiar; lo
que en nuestro caso hubiera significado abrir todas las
latas, triturar y homogeneizar sus contenidos y redistribuir

alicuotas para 1los sucesivos andlisis. En este primer
ensayo no se sigui® esta ©pauta porque no se deseaba
modificar las condiciones originales del producto. Sin

embargo, para eliminar este factor de variacidén, en estudios
posteriores deberd plantearse esta homogeneizacidn previa de
lamuestra, evidentemente en condiciones asépticas para
evitar contaminacines microbianas, que igualmente podrian
alterar los resultados.

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en una
experiencia previa semejante (SANTOS-BUELGA, 1984), que
observd incrementos importantes del contenido de tiramina de
semiconservas de anchoa durante el periodo de almacenamiento
en un tiempo mucho mds corto que el de nuestro estudio.
Partiendo de inicios de tiramina, a las 15 semanas en
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muestras de un mismo lote de fabricacidn, el citado autor
encuentra 67.08 ppm.Sin embargo, tras alcanzarse este pico,
los contenidos descendian encontrandose a las 25 semanas
sélo 28.6 ppm. A la vista de estos resultados, en cierto
modo algo contradictorios, la primera conclusidn que se debe
extraer es la de la necesidad de plantear nuevos estudios
similares, a fin de observar si se mantiene o no esta
disparidad.

En cualquier caso, este estudio previo nos permite
plantear la hipdtesis de que los contenidos mds altos de
estas aminas, hallados en semiconservas de anchoa (ver
apartado 8.2), ©puede contribuir también una posible
formacidn de estas sustancias en el "producto acabado" si el
mismo sSe mantiene a temperaturas inadecuadas.

Si bien se trata de wuna cuestidn que obviamente deberia
comprobarse, ante estos resultados se podria plantear la
preguanta de si los presuntamente elevados contenidos de
histamina, que parecen presentar con relativa frecuencia
semiconservas de anchoa espafiola, y que por ello son objeto
de rechazo por parte de paises importadores europeos son
atribuibles al producto en s1 o se deben a deficientes
condiciones de transporte o de almacenamiento, ya sean en el
pais de origen o incluso en el propio de destino.
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Fig. 29 Evolucidén de 1los contenidos
tiramina durante el almacenamiento
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10.- CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

Los resultados expuestos en esta memdria permiten
obtener las siguientes conclusiones:

l.= La adaptaciodn a pescados de la técnica
espectrofluorimétrica puesta a punto en nuestro laboratorio
pPara la determinacién de histamina en vinos, proporciona
resultados satisfactorios en términos de precisidn
(CV=6.70%) y de recuperaciodn (85.94%).

2.- Si bién seradn necesarios estudios posterires para
contrastar nuestros resultados, en base a los mismos cabe
considerar que tanto la histamina como la tiramina pueden
tener interés como indicadores del estado higiénico
sanitario de los boquerones debido a que:

- (a) Su contenido aumenta considerablemente a 1lo largo de
la descomposicidn de estos pescados a temperatura ambiente y
también en refrigeracidén, partiendo de niveles despreciables
en producto fresco.

- (b) El1 aumento del contenido de estas sustdncias tiene
lugar al mismo tiempo que la +trimetilamina y las bases
volatiles totales, que son indicadores cldsicos de frescura,
relacionados, al igual que. las aminas bidgenas, con
actividad 1la bacteriana.

- (c) En relacidn con la hipoxatina, se comprueba igualmente
que la  aparicidn de los niveles altos de aminas bidgenas
coincide con " el aumento brusco de este pardmetro, si bién
por ser la hipoxantina un compuesto relacionado con la
actividad enzimdtica que =se inicia tras la muerte del pez,
independientemente de que exista o no proliferacidn
bacteriana (aunque esta también le afectal)i: sus niveles
de concentracidn aumentaron ya a partir de la primera
muestra analizada.

Existen, sin embargo, limitaciones para la utilizacidn
de las aminas bidgenas como indicadores del estado
higiénico-sanitario del pescado, debidas fundamentalmente a
la existencia de variabilidad entre especies y a la
posiblemente distinta capacidad aminocdcido-descarboxildsica
de los microorganismos que pueden proliferar en el pescado.
Esta variabilidad también existe, no obstante, en 1lo que
respecta a las otras sustancias estudiadas y de hecho, en la
actualidad, no existe ninglin parametro quimico completamente
adecuado y aceptado por todos para tal fin. Por esta razédn,
se justifica el proseguir con el estudio de las aminas



bidgenas en pescados, a fin de establecer, si fuera posible,
unos limites por encima de 1los cuales se pudiera considerar
que el pescado no reune los deseables requisitos de calidad.

3. Del estudio de mercado realizado en cuanto a contenidos
de histamina y de tiramina en conservas Yy semiconservas de
pescado cabe destacar que:

3.1. Los contenidos de ambas aminas han sido
notablemente mds altos en semiconservas de anchoas que en
conservas de atdn, sardinas, caballa y arenques.

Dado que 1la elaboracidn de conservas de pescado
comprende un tratamiento térmico, que destruye la flora
microbiana, la presencia de niveles elevados de aminas
bidgenas en estos productos serla debida a su presencia en
la materia prima. Las aminas bidgenas son compuestos
termosestables, a diferencia de la trimetilamina y de las
bases volatiles totales, y precisamente en este hecho radica
su verdadero interés desde un punto de vista tecnoldgico.

3.2. En las conservas estudiadas destaca que,
mayoritariamente, el contenido de histamina es mas elevado
que el de tiramina. Esta diferencia no se observa en las
semiconservas.

3.3. Los contenidos de. tiramina encontrados en 2 de
las 15 muestras de semiconservas de anchoa analizadas son
susceptibles de provocar efectos toxicoldgicos, =si su
consumo es realizado por pacientes sometidos a un
tratamiento con medicamentos IMAO (considerando una ingesta
razonable, del orden de 100 g y asumiendo que, +tal como se
indica en la bibliografia, 6 mg de tiramina pueden ya
provocar esta interaccidén). En cuanto a las conservas de
Pescado estudiadas, en ningin caso se presentaron niveles de
aminas bidgenas que pudieran dar lugar a la citada
interacciodn.

4.- En el contenido final de aminas bidgenas en las
semiconservas de anchoas cabe pensar que puedan influir:

- su posible presencia ya en la materia prima
(boquerdn)

- su probable formacidn a lo largo de la maduracidn
de estos productos

- su eventual formacidn debido a una inadecuada
conservacién durante su vida comercial.

La Wltima parte de nuestro trabajo ha consistido en
realizar un breve estudio inicial en cuanto a la posibilidad
de que se forme histamina y/o0 tiramina una vez se haya dado
por finalizado el proceso. de elaboracidn de las
semiconservas de anchoas. Las conclusiones obtenidas al

respecto fueron:
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.— En productos procedentes de un mismo lote de fabricacidn,
mantenidos a - temperatura ambiente durante un periodo de 8
meses a partir de su fecha de elaboracidn, se ha observado
que se producia un aumento importante en el contenido de
histamina, transcurridos los 5] pPrimeros meses de
almacenamiento. Por el contrario, no se ha producido este
aumento para la tiramina. La aparicidn de los niveles altos
de histamina tuvo lugar, no obstante, cuando ya se habla
superado el periodo de vida comercial, que para estos
productos es precisamente de 6 meses.

En nuestras del mismo lote pero mantenidas en
refrigeracidn durante el mismo tiempo, no se observaron
aumentos en el contenido de ambas aminas a lo largo de todo
el periodo de estudio.

Estos resultados corroboran la conveniencia de
mantener estos productos refrigerados, recomendacidn que no
siempre se sigue ni por los consumidores ni por parte de
algunos comerciantes.
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